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COLLAGENES RECOMBINANTS ET PROTEINES 
DERIVEES PRODUITS PAR I*ES PLANTES , LEURS PROCEDES 
D 1 OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS. 

5 La presente invention a pour objet la production 

par les plantes de collagenes recombinants, notamment du 
collagene de type I homocatenaire [al (I) 3 ] et autres 

derives polypeptidiques , ainsi que leurs utilisations. 

On connait dans l'art anterieur le brevet WO 
10 9603051 qui concerne la production de collagene dans le 
lait d'animaux transgeniques . 

Le collagene est une proteine animale fibreuse 
extracellulaire, largement repandue dans les tissus 
animaux (recemment detectee egalement chez certains 
15 champignons) . Certains organes en contiennent* des 
quantites importantes : la peau (au niveau du derme) , les 
tendons, les os, II s'agit en fait d'un polymere dont les 
proprietes remarquables resultent k la fois des 
caracteristiques en triple helice de certains domaines de 
20 sa molecule et de la regularite de ses assemblages supra- 
moleculaires , Elle est impliquee dans 1 ' organisation de la 
matrice extracellulaire et regroupant une vingtaine de 
molecules differentes, appelees "types", et repertories 
en chiffres romains (actuellement de I a XIX) . Le domaine 
25 en triple helice caracteristique est forme par 
1 'enroulement de trois peptides, ou chaines a, organises 
en helice gauche et relevant d'une conformation unique, 
l 1 helice a du collagene. Cette conformation specif ique 

resulte de la repetition d*un triplet d'acides amines, 
30 Gly-X-Y ou X est frequemment represent^ par la proline et 
Y par 1 'hydroxyproline . Ces aminoacides assurent la 
stabilite de ce type d 1 helice. Dans une molecule de 
collagene, les trois chaines a (identifiees par un indice 
en chiffre arabe) disposees en une super helice droite, 
35 peuvent etre identiques (al (ou alphal) ) , de deux sortes 
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(al et a2) ou toutes differentes (al, a2, a3) . Les 

molecules de collagene comportent done des domaines 
helicoidaux (ou domaines collagenes) et des domaines non 
helicoidaux. Elles s'associent en polymeres homo ou 
5 heterotypiques . Ainsi, les fibrilles de collagene qui 
constituent l'essentiel du derme sont-elles composees 
majoritairement du collagene de type I [al (I) 2 a2 (I)] 

associe, a des collagenes de type III [al (111)3], de type 
V [al (V) 2 a2 (V)] et recouvertes de collagenes de type XII 
10 (al (XII) 3 ) et/ou XIV [al (XIV) 3 ]. Des variantes peuvent 
exister : par exemple on connait dans des tissus 
embryonnaires un collagene de type I homocatenaire [al 

(I) 3 ]. Au cours de la biosynthese du collagene, certains 

residus prolyl et lysil sont hydroxyl^s, une addition de 

15 galactose, eventuellement completee par un glucose peut se 
produire sur certains residus hydroxyl et des N et 0 
glycosylations classiques sont susceptibles d'intervenir 
sur les domaines non helicoidaux. La reconnaissance des 
trois chaines formant une molecule et le debut de leur 

20 assemblage sont sous le controle de l'extremite C- 
terminale (C-propeptide) . Le collagene de type I subit une 
coupure enzymatique de ses extremites non helicoidales a 
la suite du signal peptide clive precedemment , les N et C 
propeptides terminaux sont excises au cours de la 

25 maturation du collagene laissant subsister des courtes 
extensions terminales non helicoidales (les t^lopeptides) , 
Ce sont ces molecules clivees qui s'assemblent en 
polymeres ordonnes (les fibrilles de collagene) et qui au 
cours du temps subissent une reticulation croisee via les 

30 residus hydroxy lysyl d'une molecule et les telopeptides 
d'une molecule .adjacente. Les proprietes mecaniques et 
biologiques du collagene ont ete exploitees depuis 
longtemps : une fois reticule de maniere irreversible 
(procede de tannage) il fournit le cuir ; denature par 
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chauffage, il donne naissance a la gelatine et a des 
colles. Mais ce n'est qu'au cours de la derniere decennie 
que le collagene a veritablement fourni des biomateriaux k 
usage pharmaceutique (compresses hemostatiques, eponges, 
5 pansements notamment cicatrisants) , medicaux (pro theses 
telles que valves cardiaques, tendons et ligaments, 
substituts cutanes, agents de comblement) , odontologiques 
(implants gingivaux) et cosmetiques (additif, 

microconteneur de substances parfumees) . 
10 La meilleure connaissance ulterieure de cette 

proteine et des methodes de purification ont conduit a la 
preparation de collagenes bovin et placentaire humain sous 
une forme predefinie : gel, eponge, poudre, fil, et 
microsphere par exemple. L'ingenierie des matrices 
15 extracellulaires trouve egalement son application dans la 
constitution d'organoldes renfermant des cellules 
trans fee tees pour des applications de therapie genique par 
exemple. Le collagene majoritairement utilise est le type 
I (en general associe a du type III) pour des raisons 
20 d' abondance et de faible cout de purification et les 
sources principales en ont ete bovine (peaux impropres a 
la tannerie) ovine (peau et intestins) et humaine 
(placenta) . Cette derniere source ayant ete exclusivement 
reservee a des applications pharmaceutiques ou medicales. 
25 Alors que les proprietes mecaniques et 

biologiques tres utiles du collagene sont reconnues sans 
ambigulte, 1' utilisation de cette proteine est remise en 
question en raison des risques eventuels de contamination 
par des agents infectieux non convent i onnel s . En effet, si 
30 les risques poses par des contaminations bacteriennes ou 
virales peuvent §tre parf aitement maitrises, il n'en est 
pas de meme pour ceux associes aux agents de type prions. 
Ces agents infectieux qui semblent de nature proteique 
interviennent dans le developpement d' encephalopathies 
35 degeneratives animales ( tremblante du mouton, 
encephalopathie spongiforme bovine) et humaines (syndrome 
de Creutzf eld- Jacob, syndrome de Gertstmann-Straussler , 
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kuru) . Le delai de leur expression eventuelle est telle 
que les controles formels sont difficiles a realiser. Ces 
risques ont deja pratiquement bloque toute 
commercialisation de collagene humain et les dispositions 

5 reglementaires edictees en ce qui concerne les collagenes 
animaux concernes compliquent les precedes de purification 
et augmentent leur codt. 

Devant ces difficultes et face a une 
deterioration radicale de 1' image du collagene de 

10 mammifere, une solution est la production de collagene 
recombinant que I'on pourrait purifier aisement dans un 
systeme non susceptible de provoquer des risques 
pathogenes pour l'homme et dont le cout industriel n'est 
pas prohibitif. Les inventeurs ont done decouvert et mis 

15 au point une production de collagene dans des especes 
vegetales. Par exemple, nous avons pu produire un 
collagene humain de type I. Sa molecule comporte une 
longue triple helice ininterrompue et est tres peu 
immunogene apres purification. Les inventeurs ont par 

20 exemple fait exprimer la chaine al (I) afin d'obtenir des 

molecules homocatenaires al (I) 3 semblables a celles qui 

existent dans certains tissus, notamment embryonnaires . 

Les cellules animales sont, a priori, plus 
adaptees a 1' expression de genes de mammiferes. Leur 

25 utilisation pose cependant des problemes de maturation des 
proteines. L'equipement enzymatique qui realise la 
maturation post-traductionnelle est different d'un tissu, 
d'un organe ou d'une espece a 1' autre. Par exemple, il a 
ete rapporte que la maturation post-traductionnelle d'une 

30 proteine plasmatique peut etre differente lorsqu'elle est 
obtenue a partir du sang humain ou bien lorsqu'elle est 
produite par une cellule recombinante comme les cellules 
d'ovaires de hamster chinois ou dans le lait d'un animal 
transgenique. Par ailleurs, les faibles niveaux 

35 d' expression obtenus avec les cellules des mammiferes 
impliquent des cultures in vitro en tres grands volumes a 
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des cotits eleves. La production de proteines recombinantes 
dans le lait des animaux transgeniques (souris, brebis et 
vaches) permet de diminuer les coGts de production et de 
surmonter les problemes de niveau d' expression. Cependant, 
il reste des problemes d'ethique et de contaminations 
virales et subvirales (prions) . 

Pour ces raisons, la transgenese de genes de 
mammiferes dans une cellule vegetale pourrait offrir une 
voie de production en grandes quantites de proteines 
recombinantes nouvelles, a un cout de production reduit et 
sans risque de contaminations virales ou subvirales . En 
1983, plusieurs laboratoires ont decouvert qu'il etait 
possible de transferer un gene heterologue dans le genome 
d'une cellule vegetale et de regenerer des plantes 
transgeniques a partir de ces cellules genetiquement 
modifiees. Toutes les cellules de la plante possedent 
alors le caractere genetiquement modifie qui est transmis 
a la descendance par fecondation sexuee. 

Grice a ces travaux, diverses equipes se sont 
interessees a la production de proteines recombinantes de 
mammiferes dans les cellules vegetales ou dans des plantes 
transgeniques (Barta et al . , 1986; Marx et al., 1982). 
L/un des premiers resultats vraiment significatif dans ce 
domaine a et£ la production d'anticorps dans les plantes 
de tabac transgeniques. Pour exprimer une proteine 
heterologue dans la graine, lieu de stockage des proteines 
chez les vegetaux, l ( equipe de Vandekerckhove a fusionne 
la sequence codant pour la leu-enkephaline au gene codant 
pour l'albumine 2S d' Arabidopsis thaliana. Avec cette 
construction, des plantes d' Arabidopsis transgeniques ont 
ete produites qui expriment la leu-enkephaline 
specif iquement dans les graines a des niveaux d* expression 
de I'ordre de 0,1% des proteines totales . En 1990, le gene 
de la serum albumine humaine a ete transfere dans des 
cellules de tabac et de pomme de terre. Quelle que soit 
I'origine des peptides signaux (humaine ou vegetale), des 
taux de serum albumine humaine de I'ordre de 0,02% des 
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proteines totales ont ete obtenus notamment dans les 
feuilles de pomme de terre. D'autres proteines 
recombinantes de mammiferes ont ete aussi produites dans 
les plantes: l'antigene de surface de 1' hepatite B, les 
interferons, un anticorps de souris anti- Streptococcus 
mutans, agent de la carie, des fragments d' anticorps scFV 
anti-cellules cancereuses, un anticorps anti-Herpes, la 
toxine du cholera et le facteur de croissance de 
I'epiderme humain (E.G.F) . L ' ensemble de ces recherches a 
permis de montrer que la production de proteines 
recombinantes de mammiferes dans les cellules vegetales 
est possible et que les mecanismes de la synthese des 
proteines a partir des sequences d'ADN sont similaires 
chez les cellules animales et les cellules vegetales. De 
nombreuses differences existent neanmoins entre les 
cellules vegetales et animales, notamment au niveau de la 
maturation des glycannes polymannosidiques en glycannes 
complexes, ou encore au niveau des sites de clivage des 
peptides signaux, ne permettant pas ainsi de garantir 
I'obtention de proteines de mammiferes actives ou 
suf f isamment actives par transformation de cellules 
vegetales . 

Les inventeurs ont decouvert que 1 'utilisation 
de cellules vegetales transformees par une sequence 
nucleotidique recombinante appropriee, permet d'obtenir du 
collagene, notamment du collagene de type I homotrimerique 

[al{I)] 3 , recombinant. 

Un autre but de la presente invention est de 
fournir les outils pour la mise en oeuvre d'un tel 
procede, notamment de nouvelles sequences nucleotidiques 
recombinantes, des cellules de plantes transformees 
genetiquement , des plantes ou parties de plantes 
(notamment feuilles, tiges, fruits, semences ou graines, 
racines) transformees genetiquement, et des fragments de 
ces plantes ou parties de plantes transformees 
genetiquement . 
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L ' invention a egalement pour but de fournir de 
nouveaux collagenes produits par les plantes, notamment du 
collagene de type I homo trimeri que [al(I)] 3 . 

L' invention a egalement pour but de fournir de 
5 nouvelles compositions proteiques susceptibles d'etre 
utilisees dans le cadre de la mise en oeuvre ou la 
fourniture de compositions pharmaceutiques , medicales, 
odontologiques, cosmetiques, biotechnologiques ou 
industrielles . 

10 

DESCRIPTION DETAILLE DE L ' INVENTION : 

L' invention concerne : 

-1 'utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour 
15 une ou plusieurs chaines de collagene de mammifere 
notamment celle contenant a titre d * ADNc , celui de la 
chaine du collagene al, ou les proteines derivees (on 

entend par proteine derivee toute proteine presentant au 
mo ins 70 % d'homologie avec la proteine de reference, 
20 notamment au moins 80%, par exemple entre 85 et 100% 
d'homologie), et d' autre part, les elements permettant a 
une cellule vegetale de produire la ou les chaines de 
collagene ou les proteines derivees, codees par ledit 
ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de 
25 transcription reconnus par la machinerie 

transcriptionnelle des cellules v6getales, pour la 
transformation de cellules de plantes en vue de 
l'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 
obtenues a partir de ces dernieres, de la ou des chaines 
30 de collagene ou des proteines derivees, le cas echeant 
sous forme de triple helice, 

une sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part la sequence 
codante pour une ou plusieurs chaines de collagene de 
35 mammifere, notamment celle de la chaine du collagene al, 
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ou les proteines derivees et d' autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire la ou les 
chaines de collagene ou les proteines derivees codees par 
ladite sequence, le cas echeant sous forme de triple 
5 helice, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie 

transcriptionnelle des cellules vegetales. 

-un vecteur, notamment un plasmide, contenant 
une sequence nucleotidique selon 1' invention inseree en un 
10 site non essentiel pour sa replication. 

-un hote cellulaire, notamment toute bacterie 
telle que Agrobacterium tumefaciens, transforme par un 
vecteur selon 1' invention, 

-un procede d'obtention d'une ou plusieurs 
15 chaines de collagene ou des polypeptides derives, le cas 
echeant sous forme de triple helice, caracterise en ce 
qu'il comprend : 

la transformation de cellules vegetales, 
notamment a l'aide d'un hote cellulaire selon 1' invention, 
20 lui-meme transforme par un vecteur selon 1' invention, de 
maniere a integrer dans le genome de ces cellules une 
sequence recombinante selon 1' invention, 

- le cas echeant, I'obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transf ormees 
25 susmentiorm^es , 

la recuperation de la ou des chaines de 
collagene ou des polypeptides derives recombinants 
produits dans lesdites cellules ou plantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas 
30 echeant, par une purification, 

-une plante, un extrait de plante ou une partie 
de plante, notamment feuilles et/ou fruits et/ou semences 
et/ou cellules de plantes, transf ormes genetiquement , 
caracterisee en ce qu'elle contient une (ou plusieurs) 
35 sequence (s) nucleotidique (s) recombinante (s) selon 
1' invention, integree(s) de fagon stable dans leur genome, 
ces plantes etant choisies notamment parmi le colza, le 
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tabac, le mais, le pois, la tomate, la carotte, le ble, 
l'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, la 
laitue, le riz, la luzerne, et la betterave, 

-une ou plusieurs chaines de collagene ou 
proteine derivee caracterisee en ce qu'elle est obtenue 
selon le procede de 1' invention, 

-un collagene (notamment un collagene de type 
I, II, III, IV ou V) ou une proteine derivee caracterise en 
ce qu'il est obtenu selon le procede de 1' invention, 

-un produit, notamment gelatine, caracterise en 
ce qu'il est obtenu a partir des chaines de collagene, du 
collagene ou de leurs proteines derivees selon 
1' invention, 

- une plante, un extrait de plante ou une partie 
de plantes, notamment feuilles et/ou fruits et/ou semences 
et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, 
caracterises en ce qu'ils contiennent des chaines de 
collagene, du collagene ou les . proteines derivees selon 
1' invention, ces plantes etant choisies notamment parmi le 
colza, le tabac, le mais, le pois, la tomate, la carotte, 
le ble, l'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, 
la laitue, le riz, la luzerne, et la betterave. 

-1 'utilisation de plantes, extraits de plantes 
ou parties de plantes selon 1' invention, et/ou de 
proteines (chaines de collagene, collagene ou proteines 
derivees) selon 1' invention, pour l'obtention de 
compositions pharmaceutiques, medicales, odontologiques , 
cosmetiques ou biotechnologiques, 

-un Biomateriau et une composition 
pharmaceutique, medicale, odontologique, cosmetique ou 
biotechnologique . caracterisee en ce qu'elle comprend des 
plantes, extraits de plante, parties de plantes ou des 
chaines de collagene, du collagene ou les proteines 
derivees selon 1 ' invention . 
35 une composition pharmaceutique selon 1' invention 

comprend notamment toute composition selon 1' invention 
constituant (ou entrant dans la fabrication de) une 
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composition permettant de prevenir ou de traiter toute 
pathologie liee a un dysf onctionnement du collagene, ainsi 
qu'une compresse pour cicatrisation de plaies, un 
pansement hemostatique, pansement anti-escarres, une 
poudre hemostatique ; ou un pansement pour brulures . 

Une composition medicale selon 1' invention 
comprend notamment toute composition selon 1' invention 
constituant (ou entrant dans la fabrication de) un 
dispositif de recouvrement corneen, un film coagulant pour 
resection d'organes (foie en particulier) , un materiau de 
comblement pour prevention d'adherences et de fistules, 
une composition pour la confection de protheses 
vasculaires et cardiaques (valvules) , un conduit-guide 
pour regeneration de nerfs, materiau de comblement osseux. 
et intra corporel, un conteneur-relargueur de substances 
actives (hormones, facteurs de croissance, antibiotiques, 
anticancereux, anti-inf lammatoires par exemple) , un 
dispositifs de compression (par exemple pour reduire 
1 ' incontinence urinaire) , un subs ti tuts cutane, un fil 
chirurgical, un materiau injectable pour chirurgie 
esthetique (comblement de depressions cutanees ou 
remodelage du visage par exemple) ♦ 

Une composition odontologique selon 1' invention 
comprend notamment toute composition selon 1' invention 
constituant (ou entrant dans la fabrication de) un 
pansement gingival ou un materiel de comblement. 

Une composition cosmetique selon 1' invention 
comprend notamment toute composition selon 1' invention 
constituant (ou entrant dans la fabrication de) un additif 
pour preparation (cremes, pommades, fards, onguents) . 

Une composition medicale selon 1' invention 
comprend notamment toute composition selon 1' invention 
constituant (ou entrant dans la fabrication de) un systeme 
de : recouvrement de boites et flacons de culture 
cellulaire. 

L' invention concerne egalement un produit, 
notamment la gelatine, caracterise en ce qu'il est obtenu 
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a partir des chaines de collagene, du collagene ou de 
leurs proteines derivees selon 1' invention. 

En effet la gelatine est normalement preparee a 
partir du collagene par chauffage des tissus animaux 
5 (notamment des os et de la peau) dans l'eau puis sechage 
(Parkany M, 1984) . Cette preparation detruit la structure 
secondaire du collagene et conduit done a des changements 
importants de la solubilite et des proprietes mecaniques 
du produit. La gelatine est le principal constituant de la 
10 colle. Dans l'eau froide, elle gonfle et est insoluble. 
Dans l'eau chaude, elle se dissout pour donner une 
solution tres visqueuse, qui se gelifie apres 
refroidissement lorsque le taux de gelatine est superieur 
a 1%. Pour la preparation de protheses chirurgicales, des 
15 solutions contenant de 10 a 35 % de gelatine sont 
utilisees. 

La propriete de la gelatine d'etre soluble dans 
de l'eau chaude la rend . utile pour de nombreuses 
applications alimentaires et industrielles . Elle est 
20 souvent preparee sous forme de poudre ou de fines 
feuilles. Suivant les proprietes mecaniques recherchees, 
du glycerol du sorbitol ou des agents de reticulations 
peuvent par exemple etre ajoutes lors de la preparation 
des blocs de gelatines . 
25 La gelatine est egalement utilisable dans le 

domaine bio-medical comme eponges par exemple. 

Avantageusement , les sequences nucleotidiques 
recombinantes selon 1' invention contiennent une (ou 
plusieurs) sequence (s) codant pour un peptide responsable 
30 de l'adressage des polypeptides recombinants dans un 
compart iment determine de la cellule vegetale, notamment 
dans le reticulum endoplasmique ou dans les vacuoles, ou 
bien meme a 1'exterieur de la cellule, dans la parol 
pectoceiiulosique ou dans I'espace extracellulaire aussi 

35 appele apoplasme. 

Parmi les terminateurs de transcription 
susceptibles d'§tre utilises pour la transformation de 
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cellules de plantes dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer le terminateur polyA 35S du virus 
de la mosaique du chou-f leur (CaMV) , ou le terminateur 
polyA NOS f qui correspond a la region en 3* non codante du 

5 gene de la nopaline synthase du plasmide Ti 
d 1 Agrobac ter ium tumefaciens souche a nopaline . 

A ce titre, 1' invention a pour objet toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite ci- 
dessus contenant en aval dudit ADNc ou de sa sequence 

10 derivee, le terminateur polyA 3 5S du CaMV, ou le 
terminateur polyA NOS d 1 AgroJbacterium tumefaciens. 

Parmi les promoteurs de transcription 
susceptibles d'§tre utilises pour la transformation de 
cellules de plantes dans le cadre de la presente 

15 invention, on peut citer : 

- le promoteur 35S (P35S) , ou avantageusement le 
promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du CaMV, ces 
promoteurs permettant l 1 expression des polypeptides 
recombinants de l 1 invention dans 1 ' ensemble de la plante 

20 obtenue a partir de cellules trans formees selon 
l'invention, et sont decrits dans I'article de Kay et al., 
1987, 

- le promoteur PCRU du gene de la cruci ferine de 
radis permettant 1' expression des polypeptides 

25 recombinants de 1 1 invention uniquement dans les semences 
(ou graines) de la plante obtenue a partir de cellules 
transf ormees selon 1' invention, et decrit dans I'article 
de Depigny-This et al., 1992, 

les promoteurs PGEAl et PGEA6 correspondant a la 

30 region 5 ' non codante des genes de la proteine de reserve 
de graines, GEAl et GEA6, respect ivement, d' Arabidopsis 
thaliana (Gaubier et al., 1993), et permettant une 
expression specif ique dans les graines, 

- le promoteur chimerique super-promoteur PSP 

35 (Ni M et al., 1995), constitue de la fusion d'une triple 
repetition d'un element activateur transcriptionnel du 
promoteur du gene de l'octopine synthase d* Agrobac ter ium 
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tumefaciens, d'un element activateur transcriptional du 
promoteur du gene de mannopine synthase et du promoteur 
mannopine synthase d' Agrobacterium tumefaciens, 

- le promoteur actine du riz suivi de 1 ' intron 
5 actine de riz (PAR-IAR) contenu dans le plasmide pActl-F4 

decrit par McElroy et al . (1991), 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight 
Glutenine) d'orge (Anderson O.D. et al, 1989), 

- le promoteur du gene de 7zeine de mals (Fy 
10 z£ine) contenu dans le plasmide P763 decrit dans Reina et 

al. (1990), et permettant l'expression dans l'albumen des 
semences de ma'is . 

A ce titre, 1' invention a pour objet toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite ci- 
15 dessus, contenant en amont dudit ADNc ou de sa sequence 
derivee, le promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du 
CaMV, ou le promoteur PCRU du gene de la cruciferine de 
radis, ou les promoteurs PGEA1 ou PGEA6 d' Arabidopsis 
thaliana, ou le super-promoteur PSP d' Agrobacterium 
20 tumefaciens, ou le promoteur PAR-IAR du riz, le promoteur 
HMGW d'orge ou le promoteur pyzeine du mais. 

Les sequences codant pour un peptide d'adressage 
utilisees dans le cadre de la presente invention, peuvent 
etre d'origine vegetale, humaine ou animale. 
25 Parmi les sequences codant pour un peptide 

d'adressage d'origine vegetale, on peut citer: 

- la sequence nucleotidique de 69 nucleotides 
(indiquee dans les exemples qui suivent) codant pour le 
propeptide (peptide signal) de 23 acides amines de la 
30 sporamine A chez la patate douce, ce peptide signal 
permettant 1 * entree des polypeptides recombinants de 
l 1 invention dans le systeme de secretion des cellules 
vegetales transf ormees selon 1 ' invention (a savoir 
principalement dans le reticulum endoplasmique) , 
35 - la sequence nucleotidique de 42 nucleotides 

(indiquee dans les exemples qui suivent) codant pour le 
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propeptide N- terminal d'adressage vacuolaire de 14 acides 
amines de la sporamine A chez la patate douce, permettant 
1 ' accumulation des polypeptides recombinants de 
1' invention dans les vacuoles des cellules vegetales 
5 transformees selon 1' invention, 

- la sequence nucleotidique de 111 nucleotides 
(indiquee dans les exemples qui' suivent) codant pour le 
prepropeptide de 37 acides amines de la sporamine A 
constitue de la partie N-terminale vers la partie C- 
10 terminale des 23 acides amines du peptide signal 
susmentionne suivis par les 14 acides amines du propeptide 
susmentionne, ce prepropeptide permettant 1' entree de 
polypeptides recombinants de 1 ' invention dans le systeme 
de secretion et leur accumulation dans les vacuoles des 
15 cellules vegetales transformees selon 1' invention, 

les trois sequences susmentionnees etant 
decrites dans les articles de Murakami et al., 1986, et 
Matsuoka et al, 1991, 

- le propeptide carboxy terminal de la lectine 
20 d ! orge decrit notamment dans les articles de Schroeder et 

al., 1993, et de Bednarek et al, 1991, 

- et le PRS (Pathogenesis Related Protein, 
Cornelissen et al. 1986) permettant la secretion. 

On peut egalement citer, parmi les sequences 
25 codant pour un peptide d'adressage, celle codant pour les 
peptides KDEL, SEKDEL et HDEL et permettant un adressage 
dans le reticulum endoplasmique . 

L' invention a egalement pour objet toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite ci- 
30 dessus, contenant une sequence codant pour tout ou partie 
d'un peptide d'adressage vacuolaire, notamment celui de la 
sporamine A de la patate douce, cette sequence codant pour 
un peptide d'adressage vacuolaire etant situee, dans 
ladite sequence nucleotidique recombinante, entre la 
35 sequence codant pour un peptide signal et celle codant 
pour ledit ADNc ou sa sequence derivee, de telle sorte que 
le premier acide amine N- terminal du peptide d'adressage 
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vacuolaire soit lie au dernier acide amine C-terminal du 
peptide signal, et que le dernier acide amine C-terminal 
dudit peptide d'adressage soit lie au premier acide amine 
N-terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa 

5 sequence derivee, dans la proteine codee par ladite 
sequence nucleotidique recombinante . 

L ' invention a egalement pour objet toute 
sequence nucleotidique recombinante telle que decrite ci- 
dessus, contenant une sequence codant pour tout ou partie 

10 d'un peptide d'adressage vacuolaire, notamment celui de la 
lectine d'orge, cette sequence codant pour un peptide 
d'adressage vacuolaire etant situee, dans ladite sequence 
nucleotidique recombinante, en aval de la sequence codant 
pour ledit ADNc ou sa sequence derivee, de telle sorte que 

15 le premier acide amine N-terminal du peptide d'adressage 
vacuolaire soit lie au dernier acide amine C-terminal du 
polypeptide code par ledit ADNc ou sa sequence derivee, 
dans la proteine codee par ladite sequence nucleotidique 
recombinante . 

20 

DESCRIPTION DETAILLEE DES FIGURES 

Fig 1 : 

Immuno trans f ert montrant un exemple de resultat 
positif issus du criblage de plants transformes par les 

25 constructions pBIOC706 (indique 706, plant n°45, pistes 
2,3) et pBIOC707 (indique 707, plant n°2 , pistes 4,5). Ces 
resultats sont a comparer avec ceux obtenus avec les 
plants temoins non transformes (pistes 6, 7). La piste 1 
presente la migration electrophoretique du collagene I 

30 temoin: la bande correspondant a a 2(1) migre au niveau de 

la bande 116 KDa des poids moleculaires standards, la 

bande ocl(I) migre legerement au dessus. Les pistes 2, 4 6 

correspondent aux surnageants d' extraction en milieu 
acide, les pistes 3, 5 et 7 correspondent aux culots. La 
35 construction pBIOC706 genere une bande majoritaire 
reconnue par I'anticorps anti-collagene I, migrant 
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exactement au niveau de la bande <xl(I) temoin (piste 1) ; 
la construction pBIOC707 une bande majoritaire migrant a 
140 KDa. L' extraction en milieu acide semble cependant 
incomplete puisque les memes bandes se retrouvent dans 
5 les culots d' extraction correspondants (piste 3 pour 
pBIOC706, piste 5 pour pBIOC707). Les pistes correspondant 
au plant temoin (pistes 6 et 7) sont negatives. 
Fio 2 : 

Immuno trans fert > montrant quelques exemples de 
10 plants positifs transformer par les constructions PBIOC706 
(plants n°40: pistes 2, 3 et n°45: pistes 4, 5) et 
PBIOC7 07 (plants n°l: pistes 6, 7; plant n°2 : pistes 8, 9; 
plant n°14: pistes 10, 11) extraits en milieu neutre. La 
piste 1 presente la migration electrophoretique du 
15 collagene I temoin: la bande correspondant a a 2(1) migre 
au niveau de la bande 116KDa des poids moleculaires 
standards, la bande al(I) migre legerement au dessus. Les 
pistes 2, 4, 6, 8, et 10 correspondent aux surnageants 
d' extraction en milieu neutre, les pistes 3, 5, 7 , 9 et 11 
20 correspondent aux culots. Les plants 40 et 45 
(construction PBIOC706) generent deux bandes majoritaires 
reconnues par l'anticorps anti-collagene I, migrant 
respectivement au niveau de la bande ctl(I) temoin (piste 
1) et a 140 KDa. Les plants 1, 2 et 14 (construction 
25 PBIOC707) generent 2 bandes majoritaires migrant 
respectivement a 140 KDa et 160 KDa. L' extraction en 
milieu neutre semble complete puisque aucune bande ne se 
retrouve dans les culots d' extraction correspondants 
(pistes 3 et 5 pour PBIOC706, pistes 7, 9 et 11 pour 
30 PBIOC707) . Les pistes correspondant au plant temoin (non 
montrees) sont negatives. Tous les plants positifs 
exhibent le meme profil electrophoretique. 
Fia 3 : 

Immuno trans fert montrant les modifications des 
35. profils electrophoretiques de plants positifs transformes 
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par les constructions PBIOC707 (panneau A et B) et 
PBIOC706 (panneau C) en presence ( + ) ou non (-) d' agent 
reducteur (DTT) . Les pistes 1 et 8 presentent la migration 
electrophoretique du collagene I temoin. Panneau A: plant 
n° 2 extrait en milieu acide. La bande unique apres 
reduction (piste 2) que l'on observe apres extraction en ■ 
milieu acide montre une migration legerement plus rapide 
en 1' absence d' agent reducteur (piste 3). Ce resultat 
suggere que la bande observee correspond a la chaine al(I) 
comprenant le N-propeptide (presence de ponts di-sulfures 
intrachaines) . Panneau B: plant n°2 (pistes 4 et 5) et 
plant n°l (pistes 6 et 7) extrait en milieu neutre. En 
1' absence d" agent, reducteur (pistes 5 et 7) la bande 
superieure, migrant a 160 KDa en presence d' agent 
reducteur (pistes 4 et 6), se retrouve au niveau des 
bandes y (3 chaines a associees) . La bande migrant a 140 
KDa, en presence d' agent reducteur, migre legerement plus 
rapidement en 1 ' absence reducteur comme observe panneau A. 
Panneau C: plant n° 40 (pistes 9 et 10) et plant n°4 5 
(pistes 11 et 12) extraits en milieu neutre. Dans ce cas a 
nouveau, seule la migration de la bande superieure est 
modifiee en 1' absence de 1' agent reducteur et se retrouve 
en majorite, comme observee panneau B, au niveau des 
bandes y . Ces resultats indiquent que la bande superieure 
25 pour chacune des constructions, PBIOC706 et PBIOC707, 
comprend le C-propeptide. Ainsi les ponts di-sulfures 
interchaines qui se font entre les C-propeptides de la 
molecule native ont pu etre realises chez la plante. Le 
pontage des C-propeptides est connu pour permettre une 
mise en registre correcte des 3 chaines et initier ainsi 
la formation de la triple helice. Les bandes inferieures 
(140 KD pour la construction PBIOC707 et 120 KDa pour la 
construction PBIOC706) resulterait done du clivage du 
domaine C-propeptidique de la chaine al(I) recombinante . 
35 Ce clivage est une etape importante dans la maturation du 
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collagene natif puisqu'il est necessaire pour la 
polymerisation en fibre du collagene. 

Ficrures 4 et 5 : representent les fragments 
utilises par les constructions pBI0C21-collagene. 

5 Figure 6 : 

Partie A: Digestion par la trypsine de 
collagene extrait de plants transformer avec la 
construction pBIOC706 (plant 45) analysee par 
electrophorese sur gel acrylamide 6%. Piste 1: collagene 

10 non digere. Piste 2: collagene digere par la trypsine a 
25°C, la bande correspondant au collagene est toujours 
presente attestant la structure en triple helice du 
collagene extrait. Piste 3: collagene denature par la 
chaleur (50°C, 20 minutes) puis digere par la trypsine, la 

15 bande correspondant au collagene disparait temoin de 
I'efficacite de la trypsine lorsque le collagene est 
denature . 

- Partie B: Micrographie d'une repligue obtenue 
apres ombrage tournant du collagene purifie a partir du 
20 plant 45. Les molecules de collagene sont observees sous 
forme de batonnets de 280-300 nm de long et de 1.4 run de 
diametre, caracteristique du repliement en triple helice 
de tout le domaine central du collagene I. Grandi s semen t : 
X 75 000. 

25 Figure 7 : Construction ADEFG, proal(I) 

complet _l sequence proteique et nucleique 

PREPARATION I : clonage d'ADNc codant pour la 
totalite de la chaine prootl(I) humaine 

30 1/ Preparation d'une banque ADNc MG-63 

Les cellules MG-63 (N°ATCC-CRL 1427) proviennent 
d'un osteosarcome humain. Environ 28 millions de cellules 
MG-63 cultivees en milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle 
medium, Sigma TM) sont decollees des boites de cultures 

35 par traitement a la trypsine 0,25% EDTA 0,05% (Ethylene 
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diamine tetra acetic acid) . Les cellules sont centrifugees 
a 1000 g pendant 10 min a 4°C, et le culot cellulaire est 
traite avec le kit RNA-PlusTM (BIOPROBE TM Systems) qui 
permet de purifier les ARN totaux. Cette manipulation a 
ete realisee en accord avec les recommandations fournies 
par BIOPROBE TM. Une quantite de 950 ag d'ARN totaux a 
ainsi ete purifiee. 

Les ARN poly (A) + ont ete separes par 
chromatographie sur colonne oligo-dT cellulose (Boehringer 
) Mannhein) en suivant la technique decrite par (Aviv et al 
1972). Une suspension de soude 0,1 N contenant 0,2 g 
d'oligo dT cellulose est deposee dans une colonne. Cette 
colonne est alors lavee par 3 ml d'eau milli-Q sterile, 
puis par 15 ml d'un tampon porteur IX (Tris-Cl 20 mM, pH 
5 7,6; NaCl 0,5 M; EDTA 1 mM, pH 8; sodium lauryl 
sarcosinate 0,1%). L ' effluent de la colonne ainsi 
equilibree est alors a un pH inferieure a 8. 

A une solution d'ARN totaux (950 |lg) incubee 5 
min a 65°C est ajoute un volume de tampon porteur 2X 
50 (Tris-Cl 40 mM, pH 7,6; NaCl 1 M; EDTA 2 mM, pH 8; sodium 
lauryl sarcosinate 0,2%). Ce melange est refroidi a 
temperature ambiante avant d'etre depose dans la colonne 
oligo dT cellulose. L'eluat est recupere, incube 5 min a 
65 °C, refroidi a temperature ambiante et repasse dans la 
25 colonne oligo-dT cellulose. La colonne est alors lavee par 
10 ml de tampon porteur IX (Tris-Cl 20 mM, pH 7,6; NaCl 
0,5 M; EDTA 1 mM, pH 8; sodium lauryl sarcosinate 0,1%), 
ce qui permet l'elution des ARN poly (A)-, les ARN poly (A) + 
restant fixes a la matrice dT cellulose par leur extremite 
30 3' poly-adenylee . A la colonne oligo dT-ARN poly (A) + sont 
alors ajoutes 2 ml de tampon de decrochage {Tris-Cl 10 mM, 
pH 7,6; EDTA 1 mM, pH 8; Lauryl sulfate 0,05%), et l'eluat 
d'ARN poly (A) + est ajuste a 0,3 M en acetate de sodium pH 
5,2. A cette solution sont apportes 2,2 volumes d'ethanol 
35 100, et les ARN poly (A) + sont precipites pendant 24 heures 
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Apres precipitation, la solution est centrifugee 
a 12000 g pendant 30 min a 4°C . Le culot d'ARN poly (A) + 
est lave par 10 ml d'ethanol 70, lyophilise et repris par 
50 |ll d'eau milli-Q sterile. La concentration de cette 
fraction d'ARN poly (A) + est de 1,2 p.g/|il . 

Pour realiser la banque ADNc, nous avons utilise 
des kits commercialises par Amersham. Ce sont les kits: 

- cDNA synthesis system plus, RPN 1256 

- cDNA rapid adaptator ligation module, RPN 1712 

- cDNA rapid cloning module, RPN 1716 

- lambda-DNA in vitro packaging module, RPN 1717 
Chaque etape est realisee en suivant le 

protocole fourni par la fabricant. 

La solution d'ARN poly (A) + est incubee 5 min a 
65°C, puis refroidie dans la glace afin d'eliminer les 
structures secondaires presentes dans certains ARN. Cette 
solution est divisee en deux fractions, et apres 
appariement soit d'amorce dT (12-18 mer) , soit d'amorces 
aleatoires (hexanucleotides) avec les ARN poly(A)+, la 
syn these du premier brin ADN (complementaire a la matrice 
ARN) va etre realisee par la reverse transcriptase. Au 
melange hybride ARN/ ADN est ajoute la ribonuclease H et 
1 'ADN polymerase I d' Escherichia coli. La ribonuclease H 
permet de couper aleatoirement le brin ARN dans un 
complexe ARN/ ADN. L'ADN polymerase ajoute des nucleotides 
aux extremites 3 1 -OH libres creees par la ribonuclease H, 
grfice a son activite polymerase S'-S 1 . L'activite 
exonuclease B'-S 1 de 1 'ADN polymerase I permet d'eliminer 
le ribonucleotide en 5 ' et de poursuivre la synthese du 
second brin ADNc . Apres inactivation des enzymes par 
traitement a 7 0°C pendant 10 min, 1' addition de T4 DNA 
polymerase permet d'obtenir des ADN double brin a 
extremites tranches grace a son activite exonuclease 3'- 
5 1 . Des adaptateurs EcoRI sont alors ligues aux extremites 
f ranches des ADNc (ADN complementaires) . Les adaptateurs 
libres sont elimines sur une colonne fournie par Amersham 
TM , et les ADNc adaptes en EcoRI sont ligues dans le site 
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EcoRI du vecteur lambda MOSElox. Apres ligation, une 
encapsidation in vitro est realisee, ce qui est la 
derniere etape avant 1 ' obtention de la banque ADNc. 
Environ 800000 clones ADNc independants ont ainsi ete 
5 obtenus . 

21 clonage d' ADNc codant pour la chaine 
pr oal ( I ) humaine . 

a/Preparation de bacteries ER1647 aptes a etre 
infectees par les phages 
10 Cette souche bacterienne est recD- , mrc A- 

(Amersham TM) . Ces bacteries sont maintenues dans des 
boites de L-broth/agar 1,5% (L-broth: pour 1 litre, 10 g 
de tryptone, 5 g d'extraits de levure, 10 g de NaCl) 
supplementee en tetracycline (50 |lg/ml) . Une colonie 
15 ER1647 est ensemencee dans 10 ml de L-broth/ tetracycline 
(50 jig/ml) , et la culture est realisee sous agitation a 
37°C pendant 8 heures. La culture ER1647 est ensuite 
centrifugee a 4°C pendant 10 min a 3000 g, et le culot 
bacterien est resuspendu dans 2 ml de MgS04 10 mM fro id. 
20 b/ preparation de repliques de nitrocellulose 

Pour le criblage, 4 boites (12X12 cm) L- 
broth/agar 1,5% de 25000 clones ADNc independants ont ete 
realisees. Pour cela, a 250 \ll de bacteries ER1647 
traitees au MgS04 10 mM, ont ete apportes 25000 phages de 
25 la banque ADNc. L ' ensemble est incube a 37°C pendant 15 
min, temps necessaire a une infection efficace des 
bacteries. Apres apport de 7 ml de L-broth/ agarose medium 
0,7% (Sigma TM) maintenu a l'etat liquide a 45°C, 
1' ensemble est depose sur les boites de culture (12X12 
30 cm) . 

Ces boites sont incubees a 37°C pendant 7-8 
heures, temps necessaire a 1' apparition des plages de 
lyse. Elles sont alors utilisables pour le transfert de 
l'ADN des plages de lyse sur des repliques de 
35 nitrocellulose. La nitrocellulose utilisee est Hybond-C 
d'Amersham TM. Pour chaque boite, deux repliques sont 
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realisees par simple contact plages de lyses/replique de 
nitrocellulose. Le temps de contact est de 2 min pour la 
premiere replique, et de 4 min pour la seconde. L'ADN de 
phages presents sur les repliques est denature pendant 4 
min dans une solution de soude 0,5 M, NaCl 1,5 M. La soude 
est alors neutralisee par deux bains successifs de 3 min 
dans une solution NaCl 1,5 M, Tris-Cl 0,5 M pH 7. Les 
repliques de nitrocellulose sont rincees dans une solution 
de 2X SSC (NaCl 0,3 M, citrate trisodique 30 mM) , sechees 
sur papier Whatman 3 MM, et l'ADN denature de phages est 
fixe sur les repliques de nitrocellulose par a une 
incubation de 2 heures a 80°C. 

c/ preparation de sondes specifiques du 
collagene de type I humain 
15 Deux oligonucleotides de synthese ont ete 

utilises pour obtenir des sondes specifiques de la chaine 

proal (I) . 

Oligonucleotides BIOC5 , 5 ' - CTCGGGTTTCCACACGT- 3 ' , 
sequence complementaire aux nucleotides 152 a 178 

20 specif ique de la chaine proal (I). 

Oligonucleotide BIOC7 , 5 * -GCAAGACAGTGATTGAA-3 1 , 

sequence 4268 a 4274 specif ique de la chaine pro[al(I). 

Ces oligonucleotides ont ete marque au 32P, en 
utilisant du gamma P32ATP a 3000 Ci/mmol (Amersham TM) et 
25 de la T4 polynucleotide Kinase (Promega) . 

Conditions de marquage, 50 ng BI0C5 ou BI0C7 10 [ll 

H20 milli-Q 4,5 (ll 

gamma32PATP, 50 jiCI 5 jil 
T4 Polynucleotide kinase 
30 (10 u/|ll; Promega TM) 0 , 5 JJ.1 

Ce melange est incube pendant 30 min a 3 7°C. La 
reaction est stoppee par ajout de 1 |il EDTA 0,5 M, pH 8 . 

d/ hybridation des repliques de nitrocellulose 
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Les repliques de nitrocellulose sont deposees 
dans 50 ml d'une solution de prehybridation, et incubees a 
50°C pendant 15 min. 
Solution de prehybridation: 
5 6XSSC (NaCl 0,3 M, citrate trisodique 90 mM) 

Lauryl sulfate 0,1% 
Sodium pyrophosphate 0,05% 
polyvinypyrolidone 0,02% 
albumine serique bovine 0,02% 
10 Ficoll 400 0,02% 

ADN denature de sperme de saumon, 
a 100 |Xg/ml (Boehringer Mannhein) 
Les deux sondes BIOC5 et BIOC7 sont alors 
ajoutees, et 1 'hybridation est realisee pendant 2 heures a 
15 45°C. Apres hybridation, les repliques de nitrocellulose 
subissent trois bains successifs de 15 min afin d'eliminer 
les hybridations aspecif iques . 

Premier bain: 6XSSC (NaCl 0,9 M, citrate 
trisodique 90 mM) , sodium pyrophosphate 0,05%, 15 min a 
20 temperature ambiante. 

Second bain: 3XSSC (NaCl 0,45 M, citrate 
trisodique 45 mM) , sodium pyrophosphate 0,05%, 15 min a 
temperature ambiante. 

Troisieme bain: 6XSSC (NaCl 0,9 M, citrate 
25 trisodique 90 mM) , sodium pyrophosphate 0,05%, 15 min a 
45°C. 

Les filtres sont alors deposes sur un plastique, 
entoure d'un film de plastique transparent et soumis a 
autoradiographie a -80°C pendant 24 heures en presence 
30 d'un film. 

Cette manipulation nous a permis d'obtenir 
plusieurs clones positifs en duplica. Chaque plage de lyse 
positive dans les deux repliques est recuperee a l'aide 
d'une pipette pasteur, et deposee dans 1 ml de tampon SM 
35 (NaCl lOOmM, MgS04 8 mM, Tris-Cl 50 mM pH 7,5, gelatine 
0,01%) . 
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Un second criblage nous a permis de purifier les 
differents clones positifs, les conditions d 1 hybridation 
et de lavages des repliques de nitrocellulose etant les 
memes que pour le premier criblage. Les clones purifies 
lors de ce second criblage sont preleves et deposes dans 
500 \il de SM. 

e/ Sous clonage automatique des clones ADNc en 
plasmide par le systeme ere- lox. 

Le vecteur bacteriophagique lambda MOSElox 
comporte un plasmide interne flanque a ses deux extremites 
par les sites lox de 34 pb, derives du bacteriophage Pi. 
Ainsi, des sous-clones plasmidiens peuvent etre obtenus en 
infectant une souche bacterienne exprimant la ere 
recombinase PI, qui reconnait les sequences lox entourant 
le plasmide interne au bacteriophage lambda MOSElox et qui 
permettra 1' excision du plasmide par recombinaison 
specifique au niveau des sequences lox, 

Dans notre cas, nous avons utilise la souche 
bacterienne BM25.8 qui est lysogene pour Pi et lambda- 
imm434kan, ces deux plasmides etant maintenus en ajoutant 
au milieu de croissance de la souche BMB25.8, de la 
kanamycine (BO^lg/ml) et du chloramphenicol (50 p.g/ml) , 

En pratique, 10 ml de L-broth complementes en 
kanamycine et chloramphenicol (50 |ig/ml) sont ensemences 
avec les bacteries BM25.8 et incubes a 37°C sous 
agitation. Lorsque la DO600 de cette culture est de 0,9, 
1* incubation est stoppee et les bacteries peuvent %tre 
conservees pendant 3 jours a 4°C. 

Une fraction aliquote de la suspension phagique 
des clones ADNc positifs (10 |il) sont mis en contact avec 
200 |ll de bacteries BM25.8, et le melange incube a 37°C 
pendant 15 min afin d ! obtenir une infection efficace. Le 
melange est alors depose dans une boite L-Broth/agar 1,5% 
supplementee en ampicilline (50 ^ig/ml) , et les boites sont 
incubees a 3 7°C pendant 12 heures. La presence 
d' ampicilline permet de selectionner les bacteries ayant 
integre un bacteriophage, et plus specialement celles ou 
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s'est produite la recombinaison specif ique cre-lox, le 
plasmide resultant possedant un gene de resistance a 
l'ampicilline, et 1 • insert ADNc au niveau du site de 

clonage EcoRI . 

f/ caracterisation des clones ADNc alpha22 et 

lalpha3 

Deux des clones ADN complementaires positifs ont 
ete utilises ulterieurement . Ce sont les clones ADNc alpha 

22 et lalpha3. 

En vue de sequencer ces clones, 3 ml de L-broth 
supplements en ampicilline (50 Hg/ml) ont ete ensemences 
soit par alpha22 , soit par lalpha3 . Ces melanges ont ete 
incubes sous agitation a 37°C pendant une nuit. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , qui permet de purifier de l'ADN plasmidien super 
enroule. Cette manipulation est realisee suivant le 
protocole fourni par le fabricant. Environ 10 ng d ' ADN 
plasmidien est purifie grace a ce kit, lorsque le plasmide 
utilise est le plasmide MOSElox. 

La derniere etape est de sequencer les deux 
extremites des clones ADNc alpha22 et lalpha3, afin de 
determiner quelles informations ils comportent. 

Pour realiser 2 reactions de sequence, 40 |Xl 
d' ADN, soit 7-8 p.g, purifie par le systeme Wizard sont 
denatures par ajout de 10 |ll de NaOH 2N et incubes 10 min 
a temperature ambiante. Apres neutralisation par apport de 
12 |ll d' acetate de sodium 3 M pH 5,2, l'ADN monocatenaire 
est precipite par apport de 2,5 volume d'ethanol 100 et 
incubation a -20°C pendant 30 min. Apres precipitation, 
l'ADN est centrifuge a 4°C pendant 10 min a 12 000 g, lave 
par 1 ml d'ethanol 70, lyophilise et repris par 20 \il 

d'eau milli-Q. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit "T7 sequencing" (Pharmacia) qui utilise la 
technique de terminaison de chaines et la T7 DNA 
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polymerase. Le radio-element est le [a-35S] -dATP (Amersham 

TM) a 1350 Ci/mmol. Les reactions de sequences ont ete 
realisees en suivant les recommandation du fabricant. 

Principe. Apres appariement d'une amorce sur une 
5 matrice d* ADN monocatenaire , une reaction d' elongation est 
realisee par la T7 DNA polymerase en presence de dGTP, 
dTTP, dCTP et de 35-SdATP. L'apport d'un exces des 4 dNTP 
froids, ainsi que du ddATP (dideoxyadenosine triphosphate) 
ou du ddGTP ou du ddCTP ou du ddTTP, permet de realiser 
10 separement 4 reactions de terminaison. Lors de 
1 1 incorporation d' un ddNTP, 1 1 absence du groupement 
hydroxyl bloque la reaction d ' elongation. 

Dans notre cas, les amorces utilisees sont les 
oligonucleotides T7 gene 10 et T7 terminator (Amersham TM) 
15 qui se situent de part et d* autre des clones ADNc alpha22 
et lalpha3 . . 

T7 gene primer, 5'- TGAGGTTGTAGAAGTTCCG-3 ' 
T7 terminator primer, 5'- GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3 1 
L 1 analyse des sequences est realisee sur gel 
20 polyacrylamide-uree (6%-7M) . 

Gel de sequence 

La solution de depart est: 39,6 g d'uree, 8,25 
ml de TBE 10X (Tris borate 0,9 M, EDTA 20 mM, pH 8), 12,32 
ml d' acrylamide 40% (3 8 g d' acrylamide, 2 g de bis- 
25 acrylamide, qsp 82,5 ml eau milli-Q) • 

Apres dissolution de l'uree, 400 |il de 
persulfate d'ammonium 10% et 66 y.1 de TEMED (N, N, N ! , N' - 
tetramethyl-ethylene diamine) sont ajout^s et le gel est 
coule. Apres polymerisation, le gel est prechauffe pendant 
30 30 min a 60 kW. Les echantillons sont alors deposes et 
soumis a separation sous une puissance de 60 kW. Apres 
electrophorese, le gel est transfere sur du papier Whatman 
3 MM, seche pendant 30 min sous vide a 80°C, et soumis a' 
autoradiographie directe a temperature ambiante avec un . 
35 La lecture des sequences nous a permis de confirmer que 
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les clones ADNc alpha22 et lalpha3 cedent pour la chaine 
proal ( I ) humaine . 

Plus precisement, le clone ADNc lalpha 3 
comporte 83 pb de la partie 5* non traduite et les 1920 
5 premieres bases codant pour la chaine proal (I) humaine. Le 
clone ADNc Alpha 22 comporte la sequence codant pour les 
acides amines 171 a 1454 de la chaine proal (I) humaine et 

environ 500 pb de la region 3' non- traduite . 

La conformite du gene obtenu est verifiee par 
10 rapport aux sequences decrites (LI S-W, 1994) 

PREPARATION II : clonage de fragments d'ADN 
necessaires a ' la realisation des constructions selon 
1 ' invention. 
15 1/ Fragment A 

Le fragment A possede 4 nucleotides (-4 a -1) en 
amont du codon initiateur de traduction ATG, la totalite 
de la sequence codant pour le signal peptide (nucleotides 
1 a 66) et pour le domaine amino -propeptide (nucleotides 
20 67 a 479) de la chaine proal (I) humaine. Les nucleotides 

474, 475 et 477, CTT, sont substitues par les bases GCA, 
ce qui permet la creation d'un site de restriction Nhel 
(GCTAGC) de la position 474 h 479. Cette creation du site 
Nhel entralne la substitution des acides amines Asn et Phe 
25 par une lysine et une leucine en position 158 et 159 de la 
chaine proal (I) humaine. 

Amplification du fragment A 

Deux oligonucleotides de synthese ont ete 

utilises . 

30 Oligonucleotide sens, BIOC85, 

5 ■ TAT CCGCGGAAGCTTA GACATGTTCAGCTTTGTGGACCTCCGGCTC 

CTGC-3 ' 

Cet oligonucleotide comporte en 5 l (nucleotides 
soulignes) les sequences permet tant la creation de deux 
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sites de restriction, SacII (CCGCGG) et Hindlll (AAGCTT) 
qui seront utilises comme sites de clonage. A la suite de 
ces deux sites sont inclus les nucleotides -4 a -1 et 1 a 
31 specif iques de la sequence codante de la chaine proa (I) 
5 humaine - 

Oligonucleotide antisens, BIOC83, 
5 ' TAT TCTAGAGCTAGC TTTCCTCCGAGGCCAGGGGGTCCGGGAGGT-B ' 
Cet oligonucleotide presente en 5' (nucleotides 
soulignes) les sequences permettant la creation des sites 
10 de restriction Xbal (TCTAGA) et Nhel (GCTAGC) . Le site 
Xbal sera utilise pour le clonage du fragment A, alors que 
le site Mhel, decrit dans la partie information, sert a 
delimiter la sequence codant pour le domaine amino- 
propeptide. Suite a ces deux sites est retrouvee la 
15 sequence complementaire aux nucleotides 445 a 474 de la 
sequence codante de la chaine proal(I) humaine. 

La matrice ADN utilisee est le clone ADNc 
lalpha3 qui comporte 83 pb de la partie 5 1 non traduite et 
les 1920 premieres bases codant pour la chaine proal(I) 
20 humaine . 

Pour obtenir le fragment A, les conditions 
d* amplification par PCR {Polymerase Chain Reaction) ont 
ete: 

25 cycles: Denaturation, 30s a 94°C 

25 Appariement, 3 0s a 55°C 

Elongation, 30s a 72°C. 
A la fin des 25 cycles, une extension 
supplementaire de 5 min a 72°C est realisee. 
Solution de depart: 
30 75 mM Tris-Cl pH 9,0 (a 25°C) 

20 mM (NH4)2S04 

0,01% (Poids : volume) Tween 20 
1,5 mM MgCl2 
BIOC85, 0,5 HM 
35 BIOC83, 0,5 pM 
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chaque dNTP, 0,2 mM 
matrice, 1 ng du clone ADNc lalpha3 
0,25 unite de DNA polymerase) 
Clonaae du fragment A 

Apres amplification, la solution est- extraite 
par un volume de phenol /chloroforme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) . Apres deux minutes de centrifugation a 
10 000 g, la phase aqueuse est reprise et extraite par un 
volume de chloroforme/alcool isoamylique (rapport 24/1). 
Apres une centrifugation de quelques secondes a 10 000 g, 
la phase aqueuse est reprise, ajustee a une concentration 
en NaCl de 0,2 M et deux volumes d'alcool 100 sont 
ajoutes. L'ADN est precipite" pendant 2 heures a -20°C, 
'puis est centrifuge a 4°C pendant 10 min a 12 000 g. Le 
culot d'ADN est lave avec 1 ml d'ethanol 70, lyophilise, 
et resuspendu dans 34 |i.l d'eau milli-Q sterile. 

A cette solution d'ADN sont ajoutes 4 |ll de 
tampon de digestion C (Promega TM) , 1 Hi de 1 1 endonuc lease 
de restriction SacII (10 u/jil; Promega TM) et 1 p.1 
d' enzyme Xbal (12 u/ul; Promega). La digestion est 
realisee pendant 2 heures a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 8 \xl de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d" agarose 2% a bas point de fusion Nu Sieve-GTG 
(FMC) a un voltage constant, de 60 volts. Le tampon 
d'electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 mM, EDTA 
(Acide ethylene-diamine-tetra-acetique) lmM, pH 8) . Apres 
migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
d' ethidium. 

La bande correspondant au fragment A est 
decoupee sous UV, deposee dans 350 [il d'une solution Tris 
20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee pendant 5 min a 
65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 1 * echantillon est 
extrait par un volume de phenol et centrifuge pendant 5 
min a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, extraite par 
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un volume de phenol /chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) et centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. 
La phase aqueuse est extraite au chlorof orme/alcool 
isoamylique (rapport 24/1) et centrifugee quelques 
5 secondes a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, ajustee 
a une concentration finale en NaCl de 0,2 M, et precipitee 
16 heures a -20°C apres apport de deux volumes d'ethanol 
100. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
10 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |ll d'eau milli-Q sterile. Une 
fraction aliquote de 2 ainsi que 500 ng des fragments 

Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
15 permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment A SacII/Xbal a 30 ng/^il. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment A 
est le vecteur pBluescript II SK( + ) commercialise par 
Stratagene TM . Ce plasmide comporte un gene de resistance 
20 a 1 1 ampicilline. 

Une quantite de 200 ng du plasmide pBluescript 
II SK(+) est soumise a une digestion par les endonucleases 
de restriction SacII et Xbal. Cette digestion est realisee 
dans un volume de 20 \il en presence de 2 \ll de tampon C 
25 (Promega TM) , 1 \il d' enzyme SacII (10 u/\il; Promega TM) et 
1 |ll d' enzyme Xbal (12 u/jll; Promega TM) , pendant 2 heures 
a 37°C. Apres digestion, 2 \il de tampon porteur (30% 
sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d 1 agarose Seaplaque GTG (FMC, 
30 Rockland) 0,8% a un voltage constant de 60 volts, le 
tampon d* electrophorese etant du TBE 0,5X. Apres 
electrophorese, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de bromure d'ethidium a 40 ng/ml. La bande d'ADN 
correspondant au pBluescript II SK(+) linearise par SacII 
35 et Xbal est prelevee et deposee dans 350 \il d ! une solution 
de Tris 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8. Cet echantillon est 
incube pendant 5 min a 65°C, extrait par un volume de 
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phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
et centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. La phase aqueuse 
est extraite au chloroforme/alcool isoamylique (rapport 
24/1) et centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La 
phase aqueuse est reprise, ajustee a une concentration 
finale en NaCl de 0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C 
apres apport de deux volumes d'ethanol 100- 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 \il d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 10 ng/ul du plasmide pBluescript 
II SK(+) SacII/Xbal. 

La ligation du fragment A (SacII/Xbal) au 
plasmide pBluescript II SK(+) (SacII/Xbal) est realisee 
pendant 4 heures a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5 alpha (Gibco BRL, 
Paris). Le genotype de cette souche est: supE 44 A-lacU 
169(080 lacZAMl5) hsdR 17 recA 1 endA 1 gyrA 96 thi- 1 
relA 1. Pour obtenir des bacteries competentes, 5 ml d'une 
culture en phase exponentielle (DO600 de 0.7) sont 
centrifuges a 1500 g pendant 15 min a 4°C. Le culot 
bacterien est alors resuspendu dans 500 \Ll de CaCl2 100 mM 
froid. Pour la transformation, 10 |il du melange de 
ligation est melange a 200 \ll de bacteries DH5 alpha 
competentes et 1 • echantillon est place a 4°C pendant 30 
min. Apres un choc thermique a 42°C pendant 40 s, 500 Hi 
de L-broth (10 g de tryptone, 5 g d'extrait de levure, 10 
g de NaCl, par litre de milieu) sont ajoutes, et le 
melange est incube pendant 30 min a 37°C. 

Ce melange ainsi que 20 ^1 d'IPTG 
(Isopropylthyo-beta-D-galactoside; 200mM) et 20 \ll de X- 
Gal (4 chloro-3 indolyl-beta-D galactoside; 20 mg/ml) sont 
ensuite deposes sur une boite de L-Broth-agar (L-Broth 
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plus agar 1.5%) supplementee en ampicilline (50 jig /ml) , 
et la boite est incubee pendant 15 heures a 37°C. L'apport 
d'IPTG et de X-Gal permet 1 ' utilisation du test de 
coloration qui permet de reconnaitre les plasmides ayant 
5 incorpore un insert. 

En effet, la souche bacterienne DH5 alpha est 
Lac _ / et produit une forme non f onctionnelle de la beta- 
galactosidase. Le vecteur pBluescript II SK(+) possede un 
segment d'ADN de I'operon lactose d* Escherichia coli qui 
10 code pour la partie amino- terminale de cette enzyme. 
L' induction de synthese par 1 ' IPTG permet une 
complementation alpha qui restaure l'activite de cette 
galactosidase. En presence d'un analogue du galactose, le 
X-Gal, les bacteries produisent des pigments bleus qui 
15 entrainent la formation d'une colonie bacterienne coloree. 
Le vecteur pBluescript II SK(+) possede une region de 
multiples clonages (comprenant les sites SacII/Xbal) 
situee dans le gene LacZ. L ' insertion du fragment A au 
sein de cette region de clonage, abolit la complementation 
20 alpha, ce qui entraine I 1 apparition de colonies 
bacteriennes blanches. 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 |ig/ml) , et ces 
25 cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier I'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard 

30 ( Pr omega ) , qui permet de purifier de l'ADN plasmidien 
super enroule. Cette manipulation est realisee suivant le 
protocole fourni par le fabricant. Environ 10 ^g d'ADN 
plasmidien est purifie grace a ce kit, lorsque le plasmide 
utilise est le pBluescript II SK{+) . 

35 Une fraction aliquote (2 |ll sur les 60 obtenus) 

est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction SacII et Xbal, afin de 
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verifier le clonage du fragment A. Apres electrophorese, 
le gel est colore pendant 15 min dans une solution de 
bromure d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment 
A est verifiee sous UV. 
5 La derniere etape est de verifier l'integrite de 

la sequence du fragment A, la technique d' amplification 
par PCR (polymerase chain reaction) pouvant entrainer des 
mutations . 

Les reactions de sequence realisees avec le kit 
10 "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider l'integrite de la 
sequence du fragment A . 

II Fragment B 

I5 Le fragment B possede 3 bases (TAA) en amont de 

la sequence codant pour le signal peptide PRS 
( PATHOGENES IS- RELATED PROTEIN S) (nucleotides 1 a 75) , et 
les bases 67 a 77 de la sequence codant pour la partie 
amino -terminale du domaine amino -propeptide de la chaine 

20 proal(I) humaine. Les nucleotides 73, 74 et 77, GAG, sont 
substitues par les bases CTC, ce qui permet la creation 
d'un site de restriction Nhel (GCTAGC) de la position 72 a 
77. Cette creation du site Nhel entraine la substitution 
des acides amines Glu et Gly par une leucine et une 

25 alanine en position 25 et 26 de la chaine proal(I) 
humaine . 

Amplification du fra gment B 

Trois oligonucleotides de synthese ( BIOC95 et 
BIOC93 et 045) ont ete utilises. 
30 Oligonucleotide matrice, 045, 

5 ' -TAAATGAACTTCCTCAAAAGTTTCCCCTTTTATGCCTTCCTT 
TGTTTTGGCC AATACTTTGTAGCTGTTACTCATGCTGCC - 3 ' 
Cet oligonucleotide comporte en gras la sequence 
correspondant a celle du peptide signal de PRS 
35 ( PATHOGENES IS- RELATED PROTEIN S) . Il servira de matrice 
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ADN lors de 1 ' amplification par PCR (Polymerase Chain 
Reaction) du fragment B 

Oligonucleotide sens, BIOC95, 

5 ' - TAT CCGCGG AAGCTT TAAATGAACTTCCTC AAAAGTTTCCCC - 3 1 
Cet oligonucleotide comporte en 5' (nucleotides 
soulignes) les sequences permettant la creation de deux 
sites de restriction, SacII (CCGCGG) et Hindlll (AAGCTT) 
qui seront utilises comme sites de clonage. A la suite de 
ces deux sites sont inclus les nucleotides -3 a -1 et 1 a 
24 specifiques de la sequence codant pour le signal 
peptide de PRS (PATHOGENIC -RELATED PROTEIN S) . 

Oligonucleotide antisens, BIOC93, 

5 • - ATGCTAGCTCTTGAGC ATG AGTAAC AGCTACAAAGTA- 3 ' 

Cet oligonucleotide presente en 5' (nucleotides 
soulignes) la sequence permettant la creation du site de 
restriction Nhel (GCTAGC) . Le site Nhel, decrit dans la 
par tie information, sert a delimiter la sequence codant 
pour le domaine amino-propeptide. Apres le site Nhel est 
retrouvee la sequence complementaire aux nucleotides 67 a 
71 de la sequence codante de la chaine proal(I) humaine et 

52 a 75 de la sequence codant pour le signal peptide de 
PRS (PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN S) . 
Clonage du fragment B 

Apres 1' amplification PCR, la solution est 
extraite par un volume de phenol /chlor of orme/alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2), comme decrit dans 
preparation III. Le culot d' ADN est lave avec 1 ml 
d'ethanol 70, lyophilise, et resuspendu dans 40 |ll d'eau 
milli-Q sterile. 

Une fraction aliquote de 4 |il, ainsi que 500 ng 
des fragments Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) 
sont analyses sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce 
qui nous a permis d'estimer la concentration de la 
solution purifiee du fragment B a 20 ng/p.1. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment B 
est le vecteur pBluescript II SK( + ) commercialise par 
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Stratagene. Ce plasmide comporte un gene de resistance a 

l'ampicilline. 

Une quantite de 200 ng du plasmide pBluescript 
II SK(+) est soumise a une digestion par 1 ' endonuc lease de 
5 restriction EcoRV (GATATC) , _qui permet d'obtenir un 
vecteur linearise a extremites f ranches. Apres digestion, 
80 |Il de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes et 
la solution est extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
10 comme decrit dans preparation III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 Hi d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 10 ng/ul du plasmide pBluescript 

15 II SK( + ) EcoRV . 

La ligation du fragment B au plasmide 
pBluescript II SK(+) (EcoRV) est realisee pendant 4 heures 
a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5 alpha (Gibco BRL, 
Paris) cf ci-dessus. 

Plusieurs colonies blanches sont testees . Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de Li- 
Broth supplements en ampicilline (50 ug/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
30 TM) , suivant le protocole f ourni par le f abricant . 

Une fraction aliquote (2 \ll sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction BamHI et HindHI, afin de 
verifier le clonage du fragment B. Les sites de 
35- restriction BamHI et HindHI sont localises de part et 
d' autre du site de clonage EcoRV. Apres electrophorese, le 
gel est colore pendant 15 min dans une solution de bromure 
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d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment B est 
verifiee sous UV. 

Les reactions de sequence realisees avec le kit 
"T7 sequencing'' (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
5 terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider l'integrite de la 
sequence du fragment B. 

3/ Fragment C 

Le fragment C possede la quasi totalite de la 
10 sequence codant pour le domaine amino -propeptide 
(nucleotides 72 a 479) de la chaine proal(I) humaine. Les 

nucleotides 73, 74 et 77, GAG, sont substitues par les 
bases CTC, ce qui permet la creation d'un site de 
restriction Nhel (GCTAGC) de la position 72 a 77. Cette 
15 creation du site Nhel entraine la substitution des acides 
amines Glu et Gly par une leucine et une alanine en 
position 25 et 26 de la chaine proal(I) humaine. Les 

nucleotides 474, 475 et 477, CTT, sont substitues par les 
t> ases GCA, ce qui" permet la creation d'un site de 

20 restriction Nhel (GCTAGC) de la position 474 a 479, Cette 
creation du site Nhel entraine la substitution des acides 
amines Asn et Phe par une lysine et une leucine en 
position 158 et 159 de la chaine proal(I) humaine. 
Am plification du fragment C 

25 Deux oligonucleotides de synthese ont ete 

utilises . 

Oligonucleotide sens, BIOC855, 
5'- ATGCTAGCCCAAGTCGAGGGCCAAGACGAAG-3 ' 
Cet oligonucleotide comporte en 5' (nucleotides 
30 soulignes) la sequence permettant la creation d'un site de 
restriction Nhel (GCTAGC) qui sera utilise comme site de 
clonage. Le site Nhel, decrit dans la partie information, 
sert a delimiter la sequence codant pour le domaine amino- 
propeptide (extremite amino -terminale) . A la suite de ce 
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site sont inclus les nucleotides 78 a 100 specifiques de 

la sequence codante de la chaine proal(I) humaine. 

Oligonucleotide antisens, BIOC83, 

5 • TAT TCTAGAGCTAGCT TTCCTCCGAGGCCAGGGGGTCCGGGA 

GGT-3 ' 

Cet oligonucleotide presente en 5* (nucleotides 
soulignes) les sequences permettant la creation des sites 
de restriction Xbal (TCTAGA) et Nhel (GCTAGC) . Le site 
Xbal utilise lors du clonage du fragment A, .ne sera pas 
utilise dans le cadre du fragment C. Le site Nhel, deer it 
dans la partie information, sert a delimiter la sequence 
codant pour le domaine amino-propeptide (extremite 
carboxy-terminale) . Suite a ces deux sites est retrouvee 
la sequence complementaire aux nucleotides 445 a 474 de la 
sequence codante de la chaine proocl(I) humaine. 

La matrice ADN utilisee est le clone ADNc 
lalpha3 qui comporte 83 pb de la partie 5 ' non traduite et 
les 1920 premieres bases codant pour la chaine proal(I) 
humaine. 

nonage du fragment C 

Apres amplification, la solution est extraite 
par un volume de phenol/chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) comme decrit dans preparation III. Le 
culot d 1 ADN est lave avec 1 ml d'ethanol 70, lyophilise, 
et resuspendu dans 40 \il d'eau milli-Q sterile. 

Une fraction aliquote de 4 |ll, ainsi que 500 ng 
des fragments Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) 
sont analyses sur gel d* agarose type II (Sigma TM) 2%, ce 
qui nous a permis d ! estimer la concentration de la 
solution purifiee du fragment C a 20 ng/|ll. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment C 
est le vecteur pBluescript II SK(+) commercialise par 
Stratagene TM (La jolla) . Ce plasmide comporte un gene de 
resistance a 1 ■ ampicilline . 
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Une quantite de 200 ng du plasmide pBluescript 
II SK( + ) est soumise a une digestion par 1 1 endonuc lease de 
restriction EcoRV (GATATC) , qui permet d'obtenir un 
vecteur linearise a extremites tranches. Apres digestion, 

5 80 p.1 de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes et 
la solution est extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

-Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 

10 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 ul d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 10 ng/ul du plasmide pBluescript 

II SK(+) EcoRV. 

La ligation du fragment C au plasmide 
15 pBluescript II SK(+) (EcoRV) est realisee pendant 4 heures 
a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5 alpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

20 Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 

cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 p.g/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

25 Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 

tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 

Une fraction aliquote (2 \Ll sur les 60 obtenus) 

30 est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction BamHI et Hindlll, afin de 
verifier le clonage du fragment C. Les sites de 
restriction BamHI et Hindlll sont localises de part et 
d' autre du site de clonage EcoRV. Apres electrophorese, le 

35 gel est colore pendant 15 min dans une solution de bromure 
d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment C est 
verifiee sous UV. 
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Les reactions de sequence realisees avec le kit 
"T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider 1 * integrite de la 
sequence du fragment C . 

4/ Fragment D 

Le fragment D comporte la totalite de la 
sequence -codant pour le domaine amino-telopeptide 
(nucleotides 474 & 534) et la sequence codant pour la 
partie amino -terminale de la region helicoxdale 
(nucleotides 535 & 1920) de la chaine proocl(l) humaine. 
Les nucleotides 474, 475 et 477, CTT, sont substitues par 
les bases GCA, ce qui permet la creation d'un site de 
restriction Nhel (GCTAGC) de la position 474 a 479. Cette 
creation du site Nhel entraine la substitution des acides 
amines Asn et Phe par une lysine et une leucine en 
position 158 et 159 de la chaine proocl(l) humaine. Un site 
de restriction Drain est localise de la position 1709 a 
1717 (CACCTGGTG) , alors qu'un site BamHI dfi. au plasmide 
lambda MoSElox (Amersham TM) est situ6 en extremite 3 ' . 
Am plification du fragm ent D 

Deux oligonucleotides de synthese ont ete 

utilises. 

Oligonucleotide sens, BIOC65, 

5 ■ _ TAT TCTAGAGCTAGC TCCCCAGCTGTCTTATGGCTATGATGAG- 

3" 

Cet oligonucleotide presente en 5 1 (nucleotides 
soulignes) les sequences permettant la creation des sites 
de restriction Xbal (TCTAGA) et Nhel (GCTAGC) . Le site 
Xbal sera utilise pour le clonage du fragment D, alors que 
le site Nhel, decrit dans la partie information, sert a 
delimiter la sequence codant pour le domaine amino- 
propeptide. Apres ces deux sites est retrouvee la sequence 
( nucleotides 480 a 507) codant pour le debut du domaine 
amino-telopeptide de la chaine proal(I) humaine. 
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Oligonucleotide antisens, T7 gene 10 primer, 
5 ' - CTGAGGTTGTAGAAGTTCCG-3 1 

Cet oligonucleotide est localise en juste en 
aval de l'extremite 3' du clone ADNc lalpha3 , et d'un site 
5 "de restriction BamHI (GGATCC) qui sera utilise pour le 
clonage du fragment D. 

La matrice ADN utilisee est le clone ADNc 
lalpha3 qui comporte 83 pb de la partie 5' non traduite et 
les 1920 premieres bases codant pour la chaine proal(I) 
10 humaine . 

Clonage du fragment D 

Apres amplification, la solution est extraite 
par un volume de phenol/chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) comme dans PREPARATION III. Le culot 
15 d* ADN est lave avec 1 ml d'ethanol 70, lyophilise, et 
resuspendu dans 34 \il d'eau milli-Q sterile. 

La digestion par Bam Hi Xbal est realisee 
pendant 2 heures a 37°C dans un volume final de 40 

Suite a la digestion enzymatique, 8 |il de tampon 
20 stop (3 0% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d' ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d 1 agarose 0,8% a bas point de fusion SeaPlaque-GTG 
(FMC, Rockland) a un voltage constant de 60 volts. Le 
tampon d' electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 mM, 
25 EDTA (Acide ethylene -diamine- tetra-acetique) liriM, pH 8) . 
Apres migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
d' ethidium. 

La bande correspondant au fragment D est 
30 decoupee sous UV, deposee dans 350 [il d'une solution Tris 
20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incub^e pendant 5 min a 
65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 1 ' echantillon est 
extrait par un volume de phenol et centrifuge pendant 5 
min a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, extraite par 
35 un volume de phenol/chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) comme decrit dans preparation III. 
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Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 \il d'eau milli-Q sterile. Une 
fraction aliquote de 2 (ll, ainsi que 500 ng des fragments 
5 Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d'agarose type II (Sigma TM) 0,8%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment D BamHI/Xbal a 50 ng/|ll. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment D 
10 est le vecteur pUC 18 commercialise par Promega (TM) . Ce 
plasmide comporte un gene de resistance a 1 ' ampicilline. 

Une quantite de 200 ng du plasmide pUC 18 est 
soumise a une digestion par ies endonucleases de 
restriction BamHI et Xbal. Pendant 2 heures a 37°C. Apres 
15 digestion, 2 |il de tampon porteur (30% sucrose, 0,25% bleu 
de bromophenol) sont ajoutes au melange et analyst sur gel 
d' agarose Seaplaque GTG (FMC, Rockland) 0,8%. La bande 
d'ADN correspondant au pUC18 linearise par BamHI et Xbal 
est prelevee et deposee dans 350 |Xl d'une solution de Tris 
20 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 . Cet echantillon est incube 
pendant 5 min a 65°C, extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
reprise, extraite par un volume de phenol /chlorof orme/ 
alcool isoamylique (rapport 50/48/2) comme decrit dans 
25 PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 [ll d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 10 ng/pJL du plasmide pUC18 
30 BamHI /Xbal . 

La ligation du fragment D (BamHI/Xbal) au 
plasmide pUC18 (BamHI/Xbal) est realisee pendant 4 heures 
a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
35 competentes utilisees sont les DH5 alpha (Gibco BRL, 
Paris) . 
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Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 ttg/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
5 37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , qui permet de purifier de l'ADN plasmidien super 
10 enroule. Cette manipulation est realisee suivant le 
protocole fourni par le fabricant. Environ 10 jig d'ADN 
plasmidien est purifie grace a ce kit, lorsque le plasmide 
utilise est le pUC18. 

Une fraction aliquote (2 \xl sur les 60 obtenus) 
15 est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction BamHI et Xbal, afin de 
verifier le clonage du fragment D. Apres electrophorese, 
le gel est colore pendant 15 min dans une solution de 
bromure d'6thidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment 
20 D est verifiee sous UV. 

Les reactions de sequence realisees avec le kit 
"T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider 1 1 integrite de la 
25 sequence du fragment D. 

5/ fragment E 

Le fragment E est compris entre les sites Drain 
(CACCTGGTG, nucleotides 1709 a 1717) et BamHI (GGATCC, 
nucleotides 2803 a 2808) presents dans le clone ADNc 
30 alpha22. Ce fragment code pour les acides amines 567 a 936 
compris dans le domaine helicoidal central de la chaine 

proal ( I ) humaine . 

6/ fragment F 

Le fragment F est compris entre les sites BamHI 
35 (GGATCC, nucleotides 2803 a 2808) et EcoRI ( GAATTC , 
nucleotides 4357 a 43 62) presents dans le clone ADNc 
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alpha22. Ce fragment code pour les acides amines 936 a 
1192 compris dans le domaine helicoidal central et 1193 a 
1454 du domaine carboxy-propeptide de la chalne proal(I) 

humaine . 
5 7/ Fragment G 

Le fragment G comporte la sequence (nucleotides 
4040 a 4392) codant pour la partie carboxy-terminale du 
domaine carboxy-propeptide (acides amines 1346 a 1464) de 
la chalne proal(I) humaine. Ce fragment comporte aussi les 
10 nucleotides TAA (codon stop, bases 4393 a 4395) couples a 
un site de restriction Hinlll (AAGCTT) . 

Amplification d " fragment G 
Deux oligonucleotides de synthese ont ete 

utilises . 

15 Oligonucleotide sens, BIOC25, 

5 ' - TATCTGCAGATGTGGCCATCCAGCTGACCT-3 ' -3 ' 
Cet oligonucleotide comporte en 5 • (nucleotides 
soulignes) la sequence permettant la creation du site de 
restriction PstI (CTGCAG) qui sera utilise comme site de 
20 clonage. A la suite de ce site, sont inclus les 
nucleotides 4040 a 4060 specifiques de la sequence codante 
de la chalne proOtl(I) humaine. 

Oligonucleotide antisens, BIOC23, 
5 • - TAT AAGCTTAC AGGAAGCAGACAGGGCCAA- 3 ' 
25 cet oligonucleotide, presente en 5 1 (nucleotides 

soulignes) la sequence permettant la creation du site de 
restriction Hindlll (AAGCTT). 'En gras, est indiquee la 
sequence complementaire du codon stop TAA, suivi du brin 
complementaire des nucleotides 4373 a 4392 de la sequence 
30 codant pour la chalne proal(I) humaine. 

La matrice ADN utilisee est le clone ADNc 
alpha22 qui comporte la sequence codant pour les acides 
amines 171 a 1454 de la chalne proal(I) humaine et environ 
500 pb de la region 3' non-traduite . 
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Clonaae du fragment G 

Apres amplification, la solution est extraite 
par un volume de phenol /chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) . Le culot d'ADN est lave avec 1 ml 
5 d'ethanol 70, lyophilise, et resuspendu dans 35 (il d'eau 

milli-Q sterile. 

La digestion par Pstl est realisee pendant 2 
heures a 37°C dans le volume final de 40 |il. 

Suite a la digestion enzymatique, 60 |il de 
10 tampon TE (tris 10 iriM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol/ chlorof orme/ alcool isoamylique {rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
15 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70 , 
lyophilise et repris dans 35 [il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Hind III est realisee pendant 2 heures a 
37°C dans un volume final de 20 

Suite a la digestion enzymatique, 8 jil de tampon 
20 stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d' agarose 2% a bas point de fusion Nu Sieve-GTG 
(EMC, Rockland) cf. PREPARATION 112. 

La bande correspondant au fragment G est 
25 decoupee sous UV, deposee dans 350 \ll d'une solution Tris 
20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee pendant 5 min a 
65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 1 1 echantillon est 
extrait par un volume de phdnol et centrifuge pendant 5 
min a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, extraite par 
30 un volume de phenol /chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 2 0 |ll d'eau milli-Q sterile. Une 
35 fraction aliquote de 2 ainsi que 500 ng des fragments 

Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
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permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment G Hindlll/PstI a 30 ng/ji.1. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment G 
est le vecteur pBluescript II SK(+) commercialise par 
Stratagene. Ce plasmide comporte un gene de resistance a 
1 ' ampicilline. 

Une quant ite de 200 ng du plasmide pBluescript 
II SK( + ) est soumise a une digestion par 1 ' endonuc lease de 
restriction Pstl., dans un volume final de 20 pendant 
2 heures a 37°C. Apres digestion, 80 p.1 de tampon TE (tris 
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN 
qui est extraite par un volume de phenol /chlorof orme/ 
alcool isoamylique (rapport 50/48/2 ) comme decrit dans 

preparation III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 \Ll d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Hind III est, realisee pendant 2 heures a 
37°C dans un volume final de 20 |Xl. 

Apres digestion, 4 \ll de tampon porteur (30% 
sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (FMC, 
Rockland) 0,8% cf PREPARATION 114. La bande d'ADN 
correspondant au pBluescript II SK(+) linearise par 
Hindlll et Pstl est prelevee et deposee dans 350 Hi d'une 
solution de Tris 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 . Cet 
echantillon est incube pendant 5 min a 65°C, extrait par 
un volume de phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 
g. La phase aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
30 phenol /chlorof orme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 Hi d'eau milli-Q sterile afin 
35 d'obtenir une solution a 10 ng/|il du plasmide pBluescript 
II SK(+) Hindlll/PstI. 
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La ligation du fragment G (Hindlll/PstI) au 
plasmide pBluescript II SK(+) (Hindlll/PstI) est realisee 
pendant 4 heures a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
5 competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 jig/ml) , et ces 
10 cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier I'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
15 TM) suivant le protocole fourni par le fabricant. 

Une fraction aliquote (2 |ll sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction Hindu I et BamHI, afin de 
verifier le clonage du fragment G. 
20 Apres electrophoreses le gel est colore pendant 

15 min dans une solution de bromure d'ethidium a 40 ng/ml, 
et la presence du fragment G est verifiee sous UV. 

Les reactions de sequence realisees avec le kit 
"T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
25 terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permettent de valider I'integrite de la 
sequence du fragment G. 

8/ Fragment H 

Le fragment H comporte la sequence (nucleotides 
30 4031 a 4383) codant pour la partie carboxy-terminale du 
domaine carboxy-propeptide (acides amines 1343 a 1461) de 
la chaine proal(I) humaine. Ce fragment comporte aussi les 

nucleotides TAA (codon stop, bases 4384 a 4386) couples a 
un site de restriction Hindlll (AAGCTT) . En amont du codon 
35 stop sont inclus les codons Lys, Asp, Glu, Leu, site de 
retention dans le reticulum endoplasmisque , 
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b/ Amplification du fragment H 

Deux oligonucleotides de synthese ont ete 

utilises . 

Oligonucleotide sens, BIOC25, 
5 • - TATC2GQAGATGTGGCCATCCAGCTGACCT-3 ' -3 ' 

Cet oligonucleotide comporte en 5' (nucleotides 
soulignes) la sequence permettant la creation du site de 
restriction PstI (CTGCAG) qui sera utilise comme site de 
clonage, A la suite de ce site, sont inclus les 
nucleotides 4031 a 4051 specif iques de la sequence codante 
de la chaine proccl(I) humaine- 

Oligonucleotide antisens, BIOCKDEL , 
5 ' TAT AAGCTTA TAGCTCATCTTTCAGGAAGCAGACAGGGCCAA 

CGTCGAAGC- 3 ' 

Cet oligonucleotide presente en 5' (nucleotides 
soulignes) la sequence permettant la creation du site de 
restriction Hindlll (AAGCTT) . En gras, est indiquee la 
sequence complementaire du codon stop TAA et des acides 
amines KDEL, suivi du brin complementaire des nucleotides 
20 4353 a 4383 de la sequence codant pour la chaine proal(I) 
humaine . 

La matrice ADN utilisee est le clone ADNc 
alpha22 qui comporte 110 pb de la partie 5' non traduite 
et les 1911 premieres bases codant pour la chaine proal(I) 

25 humaine . 

donaae du fragment H 

Apr&s amplification, la solution est extraite 
par un volume de phenol/chlorof orme/alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) comme decrit dans PREPARATION III. Le 
30 culot d* ADN est lave avec 1 ml d'ethanol 70, lyophilise, 
et resuspendu dans 35 \il d'eau milli-Q sterile. 

La digestion par Pstl est realisee pendant 2 
heures a 37°C dans un volume final de 40 \ll . 

Suite a la digestion enzymatique, 60 (ll de 
35 tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
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solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
5 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 35 |Il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par HIND III est realisee pendant 2 heures a 
37°C dans un volume final de 40 pi. 

Suite a la digestion enzymatique, 8 \il de tampon 
10 stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d* agarose 2% a has point de fusion Nu Sieve-GTG 
(FMC, Rockland) comme decrit dans PREPARATION III. 

La bande correspondant au fragment H est 
15 decoupee sous UV, deposee dans 350 pi d'une solution Tris 
20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee pendant 5 min a 
65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 1 ' echantillon est 
extrait par un volume de phenol et centrifuge pendant 5 
min a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, extraite par 
20 un volume de phenol /chloroforme /alcool isoamylique 
(rapport 50/48/2) comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 pi d'eau milli-Q sterile. Une 
25 fraction aliquote de 2 |il, ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment H Hindlll/PstI a 20 ng/pl. 
30 Le plasmide utilise pour doner le fragment H 

est le vecteur pBluescript II SK(+) commercialise par 
Stratagene TM. Ce plasmide comporte un gene de resistance 
a l'ampicilline. 

Une quantite de 200 ng du plasmide pBluescript 
35 II SK( + ) est soumise a une digestion par 1 * endonuc lease de 
restriction Pstl. Dans un volume de 20 pi pendant 2 heures 
a 37°C. Apres digestion, 80 }il de tampon TE (tris 10 mM, 
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EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes k la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol /chlorof orme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) coirane decrit dans 

PREPARATION III. 
5 Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 

000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 \il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par HINDU I est realisee pendant 2 heures a 3 7°C 
dans un volume final de 20 [ll. 
10 Apres digestion, 4 |ll de tampon porteur (30% 

sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (FMC, 
Rockland) 0,8% cf. PREPARATION 114. La bande d'ADN 
correspondant au pBluescript II SK(+) linearise par 
15 Hindlll et PstI est prelevee et deposee dans 350 ^1 d'une 
solution de Tris 20irM pH 8, EDTA 1 mM pH 8. Cet 
echantillon est incube pendant 5 min & 65°C, extrait par 
un volume de phenol, et centrifuge pendant 5 min a 10 000 
g. La phase aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
20 phenol /chlorof orme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |ll d'eau milli-Q sterile afin 
25 d'obtenir une solution a 10 ng/p.1 du plasmide pBluescript 
II SK(+) Hindlll/Pstl. 

La ligation du fragment H (Hindlll/Pstl) au 
plasmide pBluescript II SK(+) (Hindlll/Pstl) est realisee 
pendant 4 heures a temperature ambiante. 
30 Pour la transformation, les bacteries 

competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
35 Broth supplements en ampicilline (50 |ig/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 
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Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 
5 Une fraction aliquote (2 |Xl sur les 60 obtenus) 

est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction Hindlll et BamHI, afin de 
verifier le clonage du fragment H. Apres electrophorese, 
le gel est colore pendant 15 min dans une solution de 
10 bromure d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment 
H est verifiee sous UV. 

La derniere etape est de verifier l'integrite de 
la sequence du fragment H, la technique d' amplification 
par PCR (polymerase chain reaction) pouvant entrainer des 
15 mutations, Les reactions de sequence realisees avec le kit 
"T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permettent de valider l'integrite de la 
sequence du fragment G. 

20 

EXEMPLE 1 

Construction de genes chimeriques codant 
pour la proteine recombinante du collagene humain 
et permettant une expression dans les feuilles de 
25 tabac et les graines de tabac ou de colza. 

1/Obtention des fragment FG et FH 
Cette etape consiste & doner le fragment 
BamHI /EcoRI de 1554 pb (nucleotides 2803 a 4357) du clone 
alpha22 entre les sites BamHI (du vecteur pBluescript II 
30 SK( + )) et EcoRI (fragment G ou H) du clone pBluescript II 
SK( + ) -fragment G ou H. II en resulte l'obtention des 
clones pBluescript II SK(+)-FG et pBluescript II SK(+)-FH 
qui comportent entre les sites BamHI et Hindlll la 
sequence codant pour les acides amines 936 a 1192 du 
35 domaine helicoidal central, la totalite du domaine 
carboxy-propeptide (acides amines 1193 a 1464) de la 
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chaine proal(I) humaine et le codon stop TAA couple au 
site de restriction Hindlll. Dans le cas du clone * 
pBluescript II SK(+) -fragment FH, 4 codons specif iques de 
la sequence KDEL (Lys, Asp, Glu, Leu) sont inseres entre 
5 la sequence codant pour le domaine carboxy-propeptide et 
le codon stop TAA. 

Clonaoe du fragment F ( BamHI / EcoRI ) avec — la 

partie EcoRI/HindTII du fragment G ou H. 

Environ 1 |lg du clone ADNc alpha22 sont digeres 

10 par 1 ' endonuclease de restriction BamHI pendant 90 min a 
37°C. Les conditions utilisees sont: 1 |ig alpha22, 2 \il de 
tampon de digestion E (Promega TM) , 1 |Xl de 1 ' endonuclease 
de restriction BamHI (12 u/|ll; Promega TM) , qsp 20 |ll H20 
milli-Q. La digestion est realisee pendant 2 heures a 

15 37°C, 

Suite a la digestion enzymatique, 80 |ll de 
tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
20 comme decrit dans preparation III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 35 |ll d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par PstI est realisee pendant 2 heures a 3 7°C 
25 dans un volume final de 40 

Suite a la digestion enzymatique, 8 Jil de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d 1 agarose 1% a has point de fusion Sea-plaque-GTG 
30 (FMC, Rockland) a un voltage constant de 60 volts. Le 
tampon d' electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 zriK, 
EDTA (Acide ethylene-diamine- tetra-acetique) ImM, pH 8) . 
Apres migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
35 d'ethidium. 
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La bande correspondant au fragment BamHI/EcoRI 
de 1554 bp est decoupee sous UV, deposee dans 350 |Il 
d'une solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
1 • echantillon est extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
reprise, extraite par un volume de 

phenol / chlorof orme/alcool i soamy lique ( rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |il d'eau milli-Q sterile. Une 
fraction aliquote de 2 |il, ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 1%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment BamHI/EcoRI du clone ADNc alpha22 a 12 ng/p,!. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
BamHI/EcoRI du clone ADNc alpha22 est le clone pBluescript 
II SK(-t-) -fragment G ou H digere par les enzymes BamHI et 
EcoRI . Ce clone comporte un gene de resistance a 
1 'ampicilline. 

Une quant ite de 500 ng du plasmide pBluescript 
II SK( + ) -fragment G ou H est soumise a une digestion par 
1 ' endonuc lease de restriction BamHI. Dans un volume de 20 
pendant 2 heures a 37°C. Apres digestion, 80 |Xl de 
tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 \il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par EGRI est realisee pendant 2 heures a 37°C 
dans un volume final de 20 |il . 

Apres digestion, 4 \il de tampon porteur (30% 
sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
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melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (FMC, 
Rockland) 0,8% cf. PREPARATION 114. La bande d'ADN 
correspondant au pBluescript II SK(+) -fragment G ou H 
digere par BamHI et EcoRI est prelevee et deposee dans 350 
jjLl d'une solution de Tris 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8. Get 
echantillon est incube pendant 5 min a 65°C, extrait par 
un volume de phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 
g. La phase aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

comme decrit dans PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 

000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 

lyophilise et repris dans 20 \il d'eau milli-Q sterile afin 

d'obtenir une solution a 20 ng/p.1 du plasmide pBluescript 

II SK( + ) -fragment G ou H ( BamHI/ EcoRI ) . 

La ligation du fragment BamHI /EcoRI du clone 

ADNc alpha22 au clone pBluescript II SK(+) -fragment G ou H 
( BamHI / EcoRI ) est realisee pendant 4 heures a temperature 

ambiante . 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 \ig/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 

Une fraction aliquote (2 (JLl sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonucleases de restriction Hindlll et BamHI, afin de 
verifier le clonage du fragment BamHI /EcoRI du clone ADNc 
alpha22 au clone pBluescript II SK(+) -fragment G ou H 
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( BamHI / EcoRI ) . Le site de restriction Hindlll est couple 
au codon stop TAA en 3' du site EcoRI. 

Apres electrophorese, le gel est colore pendant 
15 min dans une solution de bromure d'ethidium a 40 ng/ml, 
5 et la presence du fragment BamHI/Hindlll de 1596 bp dans 
le cas du fragment FG et de 1608 pb dans le cas du 
fragment FH est verifi^e sous UV. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit M T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
10 technique de terminaison de chaines et la T7 DNA 
polymerase "permettent de valider l'integrite des clones 
pBluescript II SK( + ) -fragment FG et pBluescript II SK( + )- 
fragment FH. 

2/Qbtention du fragment DE 
l5 Cette etape consiste a doner le fragment 

Dralll/BamHI {nucleotides 1714 a 2803) de 1089 pb du clone 
alpha22 entre les sites Drain (du fragment D) et BamHI 
(du plasmide pUCl8) du clone pUC18- fragment D. II en 
resulte l'obtention du clone pUC18-DE qui comporte entre 
20 les sites Xbal et BamHI la sequence codant pour les acides 
amines 160 a 179 du domaine amino- telopeptide, les acides 
amine 180 a 936 de la region helicoidale centrale de la 

chaine proal(I) humaine, 

Clonaae du fragment E (Drain / BamHI ) avec — la 
25 oartie Drain /BamHI du fragment D. 

Environ 1 Jig du clone ADNc alpha22 sont digeres 
par l'endonuc lease de restriction BamHI pendant 90 min a 
37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 80 |ll de 
30 tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
et centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. La phase aqueuse 
est extraite au chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 
35 24/1) et centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La 
phase aqueuse est reprise, a jus tee a une concentration 
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finale en NaCl de 0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C 
apres apport de deux volumes d'ethanol 100. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 35 \il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Drain est realisee pendant 2 heures a 37°C 
dans un volume final de 40 

Suite a la digestion enzymatique, 8 \ll de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d' agarose 1% a has point de fusion Sea-plaque-GTG 
(FMC, Rockland) cf EXEMPLE II. 

La bande correspondant au fragment Drain /BamHI 
de 1089 pb du clone ADNc alpha22 est decoupee sous UV, 
deposee dans 350 ul d'une solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 
mM pH 8 et incubee pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution 
de 1' agarose, 1 ' echantillon est extrait par un volume de 
phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
phenol /chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) cf 

PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 ul d'eau milli-Q sterile. Une 
fraction aliquote de 2 ul, ainsi 500 n 9 des fra 9 ments 

Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment Dralll/BamHI du clone ADNc alpha22 a 20 ng/ul. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
Drain /BamHI du clone ADNc alpha22 est le clone pUCl8- 
fragment D digere par les enzymes Drain et BamHI. Ce 
clone comporte un gene de resistance a 1 ' ampicilline. 

Une quantite de 500 ng du plasmide pUCl8- 
35 fragment D est soumise a une digestion par 1 ' endonuclease 
de restriction BamHI. Dans un volume de 20 ul pendant 2 
heures a 37°C. Apres digestion, 80 ul de tampon TE (tris 
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10 ir\M, EDTA 1 xriM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN 
qui est extraite par un volume de phenol/ chlorof orme/ 
alcool isoamylique (rapport 50/48/2) cf . PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
5 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 |ll d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Drain est realisee pendant 2 heures a 3 7°C 
dans un volume final de 20 p.1. 

Apres digestion, 4 \il de tampon porteur (30% 
10 sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (FMC, 
Rockland) 0,8%. La bande d'ADN correspondant au pUC18- 
fragment D digere par Drain et BamHI est prelevee et 
deposee dans 350 \il d'une solution de Tris 20mM pH 8, EDTA 
15 1 mM pH 8. Cet echantillon est incube pendant 5 min a 
65°C, extrait par un volume de phenol et centrifuge 
pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, 
extraite par un volume de phenol /chlorof orme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) cf PREPARATION III. 
20 Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 

000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 p,l d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 20 ng/|ll du plasmide pUCl8- 
f ragmen t D (Dralll/BamHI) . 
25 La ligation du fragment Drain /BamHI du clone 

ADNc alpha22 au clone pUC18- fragment D (Dralll/BamHI est 
realisee pendant 4 heures a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
30 Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement d6posees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 \ig/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
35 37°C. 

Pour purifier I'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee k 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
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le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Proiuega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 

Une fraction aliquote (2 \il sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par les 
5 endonucl^ases de restriction Xbal et BamHI, afin de 
verifier le clonage du fragment Dralll/BamHI du clone ADNc 
alpha22 au clone pUCl8- fragment D (Dralll/BamHI) . Le site 
de restriction Xbal est situe en 5' du clone pUC18- 
fragment D. Apres electrophoreses le gel est colore 
10 pendant 15 min dans une solution de bromure d'ethidium a 
40 ng/ml, et la presence du fragment BaxnHI/Xbal de 2336 pb 
est verifi6e sous UV. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit M T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
15 technique de terminaison de chaines et la T7 DNA 
polymerase permettent de valider 1 ' integrite du clone 
PUC18- fragment DE. 

3/Obtention des fragments DEFG et DEFH 
Cette etape consiste a doner le fragment 
20 Xbal/BamHI (nucleotides 474 a 2803) de 2329 pb du clone 
pUC18-fragment DE entre les sites Xbal (du plasmide 
pBluescript II SK(+)) et BamHI (du fragment FG ou FH) du 
clone pBluescript II SK( + ) -fragment FG ou FH. II en 
resulte l'obtention des clones pBluescript II SK( + )- 
25 fragment DEFG et pBluescript II SK( + ) -fragment DEFH qui 
comporte entre les sites Xbal et Hindlll la sequence 
codant pour les acides amines 160 a 179 du domaine amino- 
telopeptide, la totalite de la region helicoldale centrale 
(acides amines 180 a 1192), la totalite du domaine 
30 carboxy-propeptide (acides amines 1193 a 1464 de la chaine 
proal(I) humaine, et le codon stop TAA coupl6 au site de 
restriction Hindlll. Dans le cas du clone pBluescript II 
SK(+) -fragment DEFH, 4 codons specif iques de la sequence 
KDEL (Lys, Asp, Glu, Leu) sont inseres entre la sequence 
35 codant pour le domaine carboxy-propeptide et le codon stop 
TAA. 
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Clonaae du fragment DE (Xbal / BamHI) avec — la 

parHe BamHI /Hindlll du fragment FG ou FH. 

Environ 1 \ig du clone pUC18- fragment DE sont 
diger^s par 1 ' endonuclease de restriction BamHI pendant 

5 90 min a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 80 ^1 de 
tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 iriM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d 1 ADN qui est extraite par un volume de 
phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

10 cf PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d 1 ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 35 |il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Xbal est realisee pendant 2 heures a 3 7°C 
15 dans un volume final de 20 |il - 

Suite a la digestion enzymatique, 8 p.1 de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d 1 ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d* agarose 1% a has point de fusion Sea-plaque-GTG 
20 (FMC/ Rockland) EXEMPLE II. 

La bande correspondant au fragment Xbal /BamHI de 
2329 pb est d^coupee sous UV, deposee dans 3 50 ]il d'une 
solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
25 l'echantillon est extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
reprise, extraite par un volume de 

phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

cf. PREPARATION III. 
30 Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 

000 g, le culot d' ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |ll d'eau milli-Q sterile. Une 
fraction aliquote de 2 |ll, ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
35 sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 1%, ce qui nous a 
permis d^stimer la concentration de la solution purifiee 
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du fragment Xbal/BamHI du clone pUC18- fragment DE k 20 
ng/iil. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
Xbal/BamHI du clone puC18-f ragment DE est le clone 
pBluescript II SK( + ) -fragment FG ou FH digere par les 
enzymes Xbal et BamHI . Ce clone comporte un gene de 
resistance a 1 ' ampicilline . 

Une quantite de 500 ng du plasmide pBluescript 
II SK( + ) -fragment FG ou FH est soumise a une digestion par 
1 'endonuc lease de restriction BamHI. Pendant 2 heures a 
37°C. Apres digestion, 80 p.1 de tampon TE (tris 10 mM, 
EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol /chl or of orme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) cf . PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 \il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par bal est realisee pendant 2 heures a 37°C. 

Apres digestion, 4 \il de tampon porteur (3 0% 
sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (FMC, 
Rockland) 0,8%. La bande d'ADN correspondant au 
pBluescript II SK( + ) -fragment FG ou FH digere par Xbal et 
BamHI est prelevee et deposee dans 350 \il d'une solution 
de Tris 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 . Cet echantillon est 
incube pendant 5 min a 65°C, extrait par un volume de 
phenol et centrifuge pendant 5 min i 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
phenol /chlorof orme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

cf PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |il d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 20 ng/(il du plasmide pBluescript 
II SK( + ) -fragment FG ou FH (Xbal/BamHI). 

La ligation du fragment Xbal/BamHI du clone 
pUC18-fragment DE au clone pBluescript II SK (+) -fragment 
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FG ou FH (Xbal/BamHI) est realisee pendant 4 heures a 
temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5alpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 |lg/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 
15 Une fraction aliquote (2 pi sur les 60 obtenus) 

est soumise a une digestion enzymatique par les 
endonuclSases de restriction Xbal et Hindlll, afin de 
verifier le clonage du fragment Xbal/BamHI du clone pUC18- 
fragment DE au clone pBluescript II SK (+) -fragment FG ou 
20 FH (BamHI/Hindlll) , Apres electrophorese, le gel est 
colore pendant 15 min dans une solution de bromure 
d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment 
Xbal/Hindlll d' environ 3900 bp est verifiee sous UV. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
25 le kit "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
technique de terminaison de chalnes et la T7 DNA 
polymerase permettent de valider l'integrite des clones 
pBluescript II SK( + ) -fragment DEFG et pBluescript II 
SK ( + ) - f r agmen t DEFH . 
30 4/Obtention des fragments ADEFG et ADEFH. clones 

ADNc comolets specif icaies de la chaine TDro a l(I) humaine. 

Cette etape consiste a doner le fragment 
SacII/Nhel (nucleotides -4 a 479) de 495 pb du clone 
pBluescript II SK( + ) -fragment A entre les sites SacII (du 
35 plasmide pBluescript II SK( + )) et Nhel (du fragment DEFG 
ou DEFH) du clone pBluescript II SK( + ) -fragment DEFG ou 
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DEFH. II en resulte l'obtention des clones pBluescript II 
SK(+) -fragment ADEFG et pBluescript II SK (+) -fragment 
ADEFH qui comportent entre les sites SacII et Hindlll la 
sequence codant pour totalite de la chaine proal(I) 
5 humaine, et le codon stop TAA couple au site de 
restriction Hindlll. Un autre site Hindlll est localise 
juste apres le site SacII, ce qui permettra de sortir les 
fragments ADEFG et ADEFH par simple digestion par 
1 ' endonuclease de restriction Hindlll. Dans le cas du 
10 clone pBluescript II SK (+) -fragment ADEFH, 4 codons 
specif iques de la sequence KDEL (Lys, Asp, Glu, Leu) sont 
inseres entre la sequence codant pour le domaine carboxy- 
propeptide et le codon stop TAA. Le site Nhel entraine la 
substitution des acides amines Asn et Phe par une lysine 
15 et une leucine en position 158 et 159 de la chaine 
proal ( I ) humaine . 

(-Innaae du fragment A (SacII /Nhel) avec la 

nartie NfrpT/HindlTT du fra gment DEFG ou DEFH. 

Environ 1 Jig du clone pBluescript II SK( + )- 
20 fragment A sont digeres par 1 ' endonuclease de restriction 
SacII pendant 90 min a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 80 |Xl de 
tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
25 phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

Cf.. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g; le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 35 |Xl d'eau milli-Q sterile. A 
30 cette solution d'ADN sont ajoutes 4 |il de tampon de 
digestion B (Promega TM) , 1 (Xl de 1 ' endonuclease de 
restriction Nhel (12 u/p.1; Promega TM) . La digestion est 
realisee pendant 2 heures a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 8 \il de tampon 
35 stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
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sur gel d' agarose 2% a bas point de fusion NueSieve-GTG 
(FMC, Rockland) a un voltage constant de 60 volts. Le 
tampon d' elect ophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 iriM, 
EDTA (Acide ethylene-diamine-tetra-acetique) ImM, pH 8) . 
5 Apres migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
d' ethidium. 

La bande correspondant au fragment SacII/Nhel de 
495 bp est decoupee sous UV, deposee dans 350 \il d'une 
10 solution Tris 20 itH4 pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
1 1 echantillon est extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
reprise, extraite par un volume de 

15 phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
Cf . PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lav6 par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |xl d'eau milli-Q sterile. Une 
20 fraction aliquote de 2 ainsi que 500 ng des fragments 

Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment SacII/Nhel du clone pBluescript II SK(+)- 
25 fragment A a 5 ng/|ll. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
SacII/Nhel du clone pBluescript II SK(+) -fragment A est le 
clone pBluescript II SK (+) -fragment DEFG ou DEFH digere 
par les enzymes SacII et Nhel. Ce clone comporte un gene 
30 de resistance a 1 ' ampicilline . 

Une quantite de 500 ng du plasmide pBluescript 
II SK( + ) -fragment DEFG ou DEFH est soumise a une digestion 
par 1'endonuclease de restriction SacII. Dans un volume de 
20 |ll pendant 2 heures a 37°C. Apres digestion, 80 |ll de 
35 tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
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phenol/chloroforme/ alcool isoamyligue (rapport 50/48/2) 
cf PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 rain a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
5 lyophilise et repris dans 17 |il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Nhcl est realisee pendant 2 heures a 37°C. 

Apres digestion, 4 \Ll de tampon porteur (30% 
sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (EMC, 
10 Rockland) 0,8% cf. PREPARATION 114. La bande d'ADN 
correspondant au pBluescript II SK (+) -fragment DEFG ou 
DEFH digere par SacII et Nhel est prelevee et deposee dans 
3 50 \il d'une solution de Tris 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8. 
Cet echantillon est incube pendant 5 min a 65°C, extrait 
15 par un volume de phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 
000 g. La phase aqueuse est reprise, extraite par un 
volume de phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 
50/48/2) cf . PREPARATION III. 

Apr6s centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
20 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |il d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 20 ng/jil du plasmide pBluescript 
II SK{+) -fragment DEFG ou DEFH (SacII/Nhel) . 

La ligation du fragment SacII/Nhel du clone 
25 pBluescript II SK(+) -fragment A au clone pBluescript II 
SK(+) -fragment DEFG ou DEFH (SacII/Nhel) pendant 4 heures 
a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
30 Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 pg/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
35 37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
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le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 

Une fraction aliquote (2 \Ll sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par 1 ' endonuc lease 
5 de restriction HindHI, afin de verifier le clonage du 
fragment SacII/Nhel du clone pBluescript II SK(+) -fragment 
A au clone pBluescript II SK( + ) -fragment DEFG ou DEFH 
(Nhel/Hindlll) . L-apparition d'un fragment HindHI de 4400 
pb valide ces clonages. Apres electrophorese, le gel est 
10 colore pendant 15 min dans une solution de bromure 
d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment 
Hindlll/Hindlll de 4400 bp est verifiee sous UV. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
15 technique de terminaison de chaines et la T7 DNA 
polymerase permettent de valider l'integrite des clones 
pBluescript II SK< + ) -fragment ADEFG et pBluescript II 
SK(+) -fragment ADEFH. 

Pour rappel, le clone pBluescript II SK(+)- 
20 fragment ADEFG comprend entre ces deux sites HindHI, la 
totalite de la sequence codant pour la chaine proal(I) 

humaine . 

Le clone pBluescript II SK(+) -fragment ADEFH 
comprend entre ces deux sites HindHI, la totalite de la 
25 sequence codant pour la chaine proal(I) humaine. De plus, 
il genere en partie carboxy-terminale de cette chaine, la 
sequence de retention dans le reticulum endoplasmique Lys- 
Asp-Glu-Leu . 

c ynVM-^nHon du figment B nKFO. clone ADNc codant 
30 pnnr le siqr^l nentide PRS de pl anf.R et la totalite de 
chaine pro f* M T ) >"imaine e T^eption du domaine amino- 
propeptide . 

Cette etape consiste a doner le fragment 
SacII/Nhel (nucleotides -3 a 75) de 90 pb du clone 
35 pBluescript II SK( + ) -fragment B entre les sites SacII (du 
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plasmide pBluescript II SK( + )) et Nhel ( (du fragment DEFG) 
du clone pBluescript II SK (+) -fragment DEFG. 11 en resulte 
l'obtention du clone pBluescript II SK(+) -fragment BDEFG 
qui comporte entre les sites SacII et Hindlll la sequence 
5 codant pour le signal peptide PRS de plante, la totalite 
de la chaine proal(I) humaine a 1' exception du domaine 

amino-propeptide, et le codon stop TAA couple au site de 
restriction Hindlll . Un autre site Hindlll est localise 
juste apres le site SacII , ce qui permettra de sortir .le 
10 fragment BDEFG par simple digestion par 1 ■ endonuc lease de 
restriction Hindlll. Le site Nhel entraine la 

substitution des acides amines Glu et Gly par une leucine 
et une Alanine en position 25 et 26 de la chaine proocl(I) 
humaine . 

15 Le signal peptide PRS (Pathogenesis-Related 

Protein S) de plante remplace le signal peptide propre a 
la chaine proal ( I ) humaine . 

nonaoe du fragment B (SacII /Nhel) ayec la 

partie Nhel /Hindlll du fragm ent DEFG. 
20 Environ 2 |lg du clone pBluescript II SK( + )- 

fragment B sont digeres par 1 ' endonuc lease de restriction 
SacII pendant 90 min a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 80 \il de 
tampon TE (tris 10 mM, EDTA IBM, pH 8) sont ajoutes a la 
25 solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
30 lyophilise et repris dans 34 \ll d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Nhel est realisee pendant 2 heures a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 8 p.1 de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
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sur gel d* agarose 2% a bas point de fusion NueSieve-GTG 
(FMC, Rockland) cf . PREPARATION III. 

La bande correspondant au fragment SacII/Nhel de 
90 bp est decoupee sous UV, deposee dans 3 50 [il d'une 
5 solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
1 ' echantillon est extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
reprise, extraite par un volume de 

10 phenol /chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 fil d'eau milli-Q sterile. Une 
15 fraction aliquote de 2 Jll , ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
permis d'.estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment SacII/Nhel du clone pBluescript II SK(+)- 
20 fragment B a 1 ng/[\l. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
SacII/Nhel du clone pBluescript II SK(+) -fragment B est le 
clone pBluescript II SK (+) -fragment DEFG digere par les 
enzymes SacII et Nhel. Ce clone comporte un gene de 
25 resistance a 1 •ampicilline. 

Une quant ite de 500 ng du plasmide pBluescript 
II SK(+) -fragment DEFG est soumise a une digestion par 
1 ' endonuclease de restriction SacII. Dans un volume de 20 
|ll pendant 2 heures a 37°C. Apres digestion, 80 |ll de 
30 tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol/ chlorof orme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 
cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
35 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 \il d'eau milli-Q sterile. La 
digestion par Nhcl est realisee pendant 2 heures a 37°C. 
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Apres digestion, 4 Hi de tampon porteur (30% 
sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes au 
melange et analyse sur gel d' agarose Seaplaque GTG (FMC, 
Rockland) 0,8% cf. PREPARATION 114. La bande d'ADN 
correspondant au pBluescript II SK(+) -fragment DEFG digere 
par SacII et Nhel est prelevee et deposee dans 350 |il 
d'une solution de Tris 20mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 . Cet 
echantillon est incube pendant 5 min a 65°C, extrait par 
un volume de phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 
g. La phase aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |ll d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 20 ng/jll du plasmide pBluescript 
II SK(+) -fragment DEFG ( SacII /Nhel ) . 

La ligation du fragment SacII/Nhel du clone 
pBluescript II SK(+) -fragment B au clone pBluescript II 
SK{+) -fragment DEFG (SacII/Nhel) est pendant 4 heures a 
temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5alpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 Jig/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole fourni par le fabricant. 

Une fraction aliquote (2 \il sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par 1 ' endonuc lease 
de restriction Hindlll, afin de verifier le clonage du 
fragment SacII/Nhel du clone pBluescript II SK(+) -fragment 
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B au clone pBluescript II SK(+) -fragment DEFG 
(Nhel /Hindlll ) . L ' apparition d'un fragment Hindu I de 4000 
pb valide ces clonages. Apres electrophorese, le gel est 
colore pendant 15 min dans une solution de bromure 

5 d'ethidium a 40 ng/ml, et la presence du fragment 
Hindlll/Hindlll de 4000 bp est verifiee sous UV. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
technique de terminaison de chaines et la T7 DNA 

10 polymerase permettent de valider l'integrite du clone 
pBluescript II SK (+) -fragment BDEFG. 

Pour rappel, le clone pBluescript II SK(+)- 
fragment BDEFG comprend entre ces deux sites Hindlll, la 
sequence codant pour le signal peptide PRS de plante, et 

15 la totalite de la chaine proal(I) humaine, a 1' exception 

du domaine amino-propeptide. 

La creation du site Nhel, entraine la 
substitution des acides amines Glu et Gly par une leucine 
et une alanine en position 25 et 26 de la chaine proocl(I) 
20 humaine . 

6/Obtention du fragment BCDEFG, clone ADNc 
codant pour le signal peptide PRS de plante et la to talite 
de chaine pro a ldl humaine. 

Cette etape consiste a doner le fragment 
25 Nhel/Nhel (nucleotides 72 a 479) de 402 pb du clone 
pBluescript II SK ( + ) -fragment C dans le site Nhel (du 
fragment BDEFG) du. clone pBluescript II SK(+) -fragment 
BDEFG. II en resulte l'obtention du clone pBluescript II 
SK(+) -fragment BCDEFG qui comporte entre les sites SacII 
30 et Hindi I I la sequence codant pour le signal peptide PRS 
de plante, la totalite de la chaine proal(I) humaine, et 

le codon stop TAA couple au site de restriction Hindlll. 
Un autre site Hindlll est localise juste apres le site 
SacII, ce qui permettra de sortir le fragment BCDEFG par 
35 simple digestion par 1 ' endonuc lease de restriction 
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Hindlll. Les sites Nhel entraine la substitution des 
acides amines Glu et Gly par une leucine et une alanine en 
position 25 et 26 de la chaine proal(I) humaine, et la 
substitution des acides amines Asn et Phe par une lysine 
5 et une leucine en position 158 et 159 de la chaine 
prootl ( I ) humaine . 

Le signal peptide PRS de plante remplace le 
signal peptide propre a la chaine proal(I) humaine. 

Plnnaap du fragment C (Nhel /Nhel) dans le site 

10 Nhel du fragment BDEFG. 

Environ 1 Jig du clone pBluescript II SK(+)- 
fragment C sont digeres par 1 • endonuclease de restriction 
Nhel pendant 90 min a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 4 Jll de tampon 
15 stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol ) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d 1 agarose 2% a bas point de fusion NueSieve-GTG 
(FMC, Rockland) cf . PREPARATION III. 

La bande correspondant au fragment Nhel /Nhel de 
20 402 bp est decoupee sous UV, deposee dans 350 H 1 d'une 
solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
l'echantillon est extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
25 reprise, extraite par un volume ' de 

phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 

30 lyopninse ec reprxa <aai.io ^.u p. a. ^ eau -J-- « 

fraction aliquote de 2 Jil , ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 2%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
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du fragment Nhel/Nhel du clone pBluescript II SK(+)- 
fragment C a 5 ng/ul. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
Nhel/Nhel du clone pBluescript II SK {+)- fragment C est le 
5 clone pBluescript II SK(+) -fragment BDEFG linearise par 
1' enzyme Nhel. Ce clone comporte un gene de resistance a 

I'ampicilline. 

Une quantite de 250 ng du plasmide pBluescript 
II SK( + ) -fragment BDEFG est soumise a une digestion par 
10 1 • endonuclease de restriction Nhel. Dans un volume de 20 
ul, pendant 2 heures a 37°C. Apres digestion, 80 ul de 
tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la 
solution d'ADN qui est extraite par un volume de 
phenol/chloroforme/ alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

15 Cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 ul d'eau milli-Q sterile. A 
cette solution d'ADN sont ajoutes 2 |J.l de tampon 10X de la 
20 phosphatase alcaline d 1 intestine de veaux (CIP, Promega 
TM) , 1 ul de CIP (1 u/ul; Promega TM) . La dephosphoration 
est realisee pendant 1 heures a 37°C. Cette etape 
permettra d'eviter 1 ' autoligation de ce clone pendant 
1' etape de ligation. 
25 Apres digestion, 80 ul de tampon TE (tris 10 mM, 

EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol/chloroforme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
30 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 ul d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 10 ng/ul du plasmide pBluescript 
II SK(+) -fragment BDEFG (Nhel, dephosphoryle). 

La ligation du fragment Nhel/Nhel du clone 
' 35 pBluescript II SK(+) -fragment C au clone pBluescript II 
SK(+) -fragment BDEFG (Nhel, dephosphoryle) est realisee 
pendant 4 heures a temperature ambiante. 
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Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5alpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
5 cela, elles sont individuellernent deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 ng/ml), et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
10 tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole f ourni par le f abricant . 

Une fraction aliquote (2 |ll sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par 1 1 endonuc lease 
15 de restriction Nhel, afin de verifier le clonage du 
fragment Nhel/Nhel du clone pBluescript II SK (+) -fragment 
C au clone pBluescript II SK(+) -fragment BDEFG (Nhel). 
L' apparition d'un fragment Nhel de 402 pb valide ces 
clonages. Apres electrophorese, le gel est colore pendant 
20 15 min dans une solution de bromure d'ethidium a 40 ng/ml, 
et la presence du fragment Nhel de 402 pb est verifiee 
sous UV. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
25 technique de terminaison de chaines et la T7 DNA 
polymerase permettent de valider 1 • int^grite du clone 
pBluescript II SK(+) -fragment BCDEFG. 

Pour rappel, le clone pBluescript II SK(+)- 
fragment BCDEFG comprend entre ces deux sites Hindlll, la 
30 sequence codant pour le signal peptide PRS de plante, et 
la total ite de la chalne proocl(I) humaine. 

La creation des sites Nhel, entraine la 
substitution des acides amines Glu et Gly par une leucine 
et une alanine en position 25 et 26 de la chaine proal(I) 
35 humaine, et la substitution des acides amines Asn et Phe 
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par une lysine et une leucine en position 158 et 159 de la 
chains proal(I) humaine. 

It Obtention des 4 constructions PBIOC21- 
collaaene humain recombinant. 
5 Les constructions des differents plasmides via 

1 ' utilisation des techniques d'ADN recombinant derivent de 
pBIOC4. Le plasmide binaire derive de pGA442 (An, 1986) .Le 
plasmide derivant de pBIOC4 et contenant la cassette 
d'expression 1 'PD35S-T35S' ' est le plasmide pBI0C21. 
10 Les differents elements permettant de reproduire 

ces constructions sont par exemple contenus dans la 
description de la demande de brevet W09633277 qui est 
incorporee par reference. 

L' obtention des quatre constructions pBI0C21- 
15 collagene humain recombinant a consiste a passer les 4 
constructions du plasmide pBluescript II SK(+) au plasmide 
PBIOC21. 

Le plasmide pBIOC21 est utilise pour permettre 
1' expression du collagene recombinant dans les feuilles et 
20 les graines de tabac ou de colza. II apporte les sequences 
regulatrices suivantes : 

a) le promoteur constitutif double 35S (PD35S) 
du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) . II 
correspond a une duplication de la sequence activant la 
25 transcription situee en amont de 1' element TATA du 
promoteur 35S naturel. 

2) la sequence terminatrice de transcription, le 
terminateur polyA 35S qui correspond a la sequence 3' non 
codante de la sequence du virus a ADN bicatenaire 
30 circulaire du CaMV produisant le transcrit 35S* 

Clonaae des fragments (Hindlll/Hindlll) des 
constructions pBluescript, dans le site de clonaa e Hindlll 
du vecteur PBIOC21... 

Environ 1 ^g du clone pBluescript II SK(+)- 
35 fragment ADEFG ou ADEFH ou BDEFG ou BCDEFG sont digeres 
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par l'endonuclease de restriction HindHI pendant 90 min 
a 37°C. 

Suite a la digestion enzymatique, 4 ul de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
5 a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d' agarose 0,8% a bas point de fusion SeaPlaque-GTG 
(FMC, Rockland) cf. PREPARATION 114. 

La bande correspondant au fragment 
Hindlll/Hindlll de 4400 bp est decoupee sous UV, deposee 
10 dans 350 Ul d'une solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 
et incubee pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 
1- agarose, 1 ' echantillon est extrait par un volume de 
phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
15 phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) 

cf. PREPARATION III. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 ul d'eau milli-Q sterile. Une 
20 fraction aliquote de 2 ainsi que 500 ng des fragments 

Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma TM) 0,8%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment Hindlll/Hindlll du clone pBluescript II SK(+)- 
25 fragment ADEFG ou ADEFH ou BDEFG ou BCDEFG a 25 ng/Ul. 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
Hindlll/Hindlll du clone pBluescript II SK (+) -fragment 
ADEFG ou ADEFH ou BDEFG ou BCDEFG est le clone pBIOC21 
linearise par 1' enzyme HindHI. Ce clone comporte un gene 
30 de resistance a la tetracycline. 

Une quant ite de 1 ug du plasmide pBIOC21 est 
soumise a une digestion par l'endonuclease de restriction 
HindHI. Dns un volume de 20 ul pendant 2 heures a 37°C. 
Apres digestion, 80 ul de tampon TE (tris 10 mM, EDTA 1 
35 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol /chloroforme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) cf. PREPARATION III 
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Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 \il d'eau milli-Q sterile. A 
cette solution d'ADN sont ajoutes 2 Hi de tampon 10X de la 
5 phosphatase alcaline d'intestins de veaux (CIP, Promega 
Hi) , 1 \il de CIP (1 u/|il; Promega TM) . La 
dephosphorylation est realisee pendant 1 heures a 37°C. 
Cette etape permettra d'eviter 1 ' autoligation de ce clone 
pendant 1' etape de ligation. 
10 Apres digestion, 80 |il de tampon TE (tris 10 mM, 

EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol/chloroforme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) cf. PREPARATION III 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
15 000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 Hi d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 40 ng/ul du plasmide pBIOC21 
(Hindlll, dephosphoryle) . 

La ligation du fragment Hindlll/Hindlll du clone 
20 pBluescript II SK(+) -fragment ADEFG ou ADEFH ou BDEFG ou 
BCDEFG au clone pBIOC21 (Hindlll, dephosphoryle) est 
realisee pendant 4 heures a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DH5alpha (Gibco BRL, 
25 Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en tetracycline (40 |Jg/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
30 3 7°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega 
TM) , suivant le protocole f ourni par le f abricant . Environ 
35 1-2 \lg d'ADN plasmidien est purifie grace a ce kit, 
lorsque le plasmide utilise est le pBIOC21. 
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Une fraction aliquote (5 |il sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par 1 ' endonuclease 
de restriction Kpnl, afin de verifier 1 ' orientation du 
clonage du fragment Hindlll du clone pBluescript II SK(+)- 
fragment ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG au clone pBIOC21 
(Hindlll) . L' apparition d'un fragment Kpnl de 950 pb est 
specif ique d'une orientation correcte. Ce fragment Kpnl de 
950 pb resulte d'un site de restriction Kpnl en position 
2.8 kb du vecteur pBIOC21 et d'un site Kpnl en position 
137 de la sequence codant pour la chaine pro[al(I) humaine. 

Apres electrophorese, le gel est colore pendant 15 min 
dans une solution de bromure d'ethidium a 40 ng/ml, et la 
presence du fragment Kpnl de 950 bp est verifiee sous UV. 

Dans le cas de la construction pBI0C21- fragment 
BDEFG, nous avons utilise 1 ' enzyme Nhel et compare son 
mode de digestion avec le vecteur pBIOC21) -fragment BCDEFG 
digere par Nhel. La seule difference est la presence d'un 
fragment Nhel /Nhel surnumeraire dans le cas. du vecteur 
pBIOC21-fragment BCDEFG. 

Les reactions de sequence ont ete realisees avec 
le kit "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la 
technique de terminaison de chaxnes et la T7 DNA 
polymerase permettent de valider 1 ' integrite des 4 
constructions pBI0C21 realisees. 

Les sequences des 4 constructions vont etre 
main tenant indiquees. Dans chaque cas, le signal peptide 
PRS de plante ou de la chaine proal(I) humaine sont 
soulignes, les substitutions d'acides amines du a la 
creation d'un ou de deux sites de restriction Nhel sont 
indiquees en gras ainsi que la sequence de retention dans 
le reticulum endoplasmique KDEL. Les sites de 
reconnaissance a 1' amino- et la carboxy-proteinase sont 

indiques en relief . 

Les constructions pBIOC21-collagene ainsi 
obtenues (fig 5 et 6) seront nominees ci apres: 
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la construction contenant le 



la construction contenant le 



des plasmides binaires, 



-pBIOC704 pour 
fragment ADEFG 

-pBIOC705 pour 
fragment ADEFH 

-pBIOC706 pour 
fragment BDEFG 

-pBIOC707 pour 
fragment BCDEFG 

L ' ADN plasmidique 
pBIOC704, pBIOC705, pBIOC706 et pBIOC707, a ete introduit 
par transformation directe dans la souche LBA4404 
d'Agrobacterium Tumefaciens selon le procede de Holsters 
(1978) . La validite des clones retenus est verifiee par 
digestion enzymatique de 1 'ADN plasmidique introduit. 

Restauration des acides amines Asn et Phe, en 

position 158 et 159 de la chaine pro al(I) humaine, — dans 
les les clones ADEFG , ADEFH et BCDEFG . 

L' ensemble de ces clones sont inclus dans le 
vecteur pBluescript II SK(+) (Stratagene, TM) . L' operation 
est d'echanger la sequence comprise entre les sites Kpnl 
(bases 137 a 142) et Drain (bases 1709 a 1720) de ces 
constructions par la sequence Kpnl-Dralll du clone ADNc 
lalpha3. Cette operation entraine la restauration des 
acides amines 158 et 159 de la chaine proal(I) (Asn et 

Phe) . Cette operation a ete mene puisque Morikawa (1980) 
ont montre que le residu 159 (Phe) localise trois acides 
amines en amont du site de clivage Pro-Gin semblait jouer 
un role important pour la coupure de la chaine proal(I) 

par 1 ' aminoproteinase. 

1/ Elimination du site de restriction Kpnl du 

vecteur pUC18 

Le vecteur pUC18 a ete utilise puisqu'il ne 
possede pas de site de restriction Drain interne, a la 
difference du vecteur pBluescript II SK (+) . L' elimination 
du site de restriction Kpnl permettra 1 ' utilisation des 
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enzymes Drain et Kpnl, dans le vue de 1 ' echange des 
fragments recombinants KpnI-Dralll des clones ADEFG ou 
ADEFH ou BCDEFG par le fragment sauvage KpnI-Dralll du 

clone ADNc lalpha3 . 
5 Pour cela, 100 ng du vecteur pUC18 sont digeres 

par 1 1 endonuclease de restriction Kpnl (Promega, TM) en 
suivant les recommandations du fabricant. Le vecteur 
linearise en Kpnl a ete ensuite traite par la nuclease 
Mung Bean {Promega, TM) selon les recommandations du 
10 fabricant afin d'obtenir un vecteur pUC18 Kpnl a 
extremites tranches. Les etapes de ligation, 
transformation et de sequencage des clones obtenus sont 
realisees comme presentees dans la partie preparation II. 

2/ Transfert des fragments ADEFG, ADEFH et 
15 BCDEFG dans le vecteur pUCl8minus Kpnl 

Pour cela 200 ng des constructions pBluescript 
XI SK( + ) -ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG sont digerees par 
1 • endonuclease de restriction Hindlll (Promega, TM) selon 
les recommandations du fabricant. 
20 Suite a la digestion enzymatique, 4 p.1 de tampon 

stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d' agarose 0,8% a bas point de fusion SeaPlaque-GTG 
(FMC, TM) a un voltage constant de 60 volts. Le tampon 
25 d'electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 mM, EDTA 
(Acide ethylene-diamine-tetra-acetique) ImM, pH 8). Apres 
migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/rol de bromure 
d'ethidium. 

30 La bande correspondant au fragment ADEFG ou 

ADEFH ou BCDEFG est decoupee sous UV, deposee dans 350 \ll 
d'une solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
l'echantillon est extrait par un volume de phenol et 
35 centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
reprise, extraite par un volume de 

phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) et 
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centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
extraite au chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 24/1) 
et centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, ajustee a une concentration finale en 
5 NaCl de 0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C apres 
apport de deux volumes d'ethanol 100. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 rain a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 \Ll d'eau milli-Q sterile. Une 
10 fraction aliquote de 2 [ll, ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega, TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma, TM) 0,8%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment D BamHI/Xbal a 5 ng/^ll. 
15 Le plasmide utilise pour doner le fragment 

Hindlll du clone pBluescript II SK(+) -fragment ADEFG ou 
ADEFH ou BCDEFG est le clone pUC18minus Kpnl linearise par 
1' enzyme Hindlll. Ce clone comporte un gene de resistance 
a 1 'ampicilline. 
20 Une quantite de 250 ng du plasmide 

pUC18minusKpnI est soumise a une digestion par 
1 ' endonuclease de restriction Hindlll selon les 
recommandations du fabricant. Suite a cette digestion, 
l'ADN est traite par la phosphatase alcaline d'intestins 
25 de veaux (CIP, Promega, TM) selon les recommandations du 
fabricant. Cette etape permettra d'eviter 1 ' autoligation 
de ce clone pendant 1' etape de ligation. 

Apres digestion, 80 JJ.1 de tampon TE (tris 10 mM, 
EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN qui est 
30 extraite par un volume de phenol/chloroforme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) et centrifugee pendant 2 min 
a 10 000 g. La phase aqueuse est extraite au 
chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 24/1) et 
centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La phase aqueuse 
35 est reprise, ajustee a une concentration finale en NaCl de 
0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C apres apport de 
deux volumes d'ethanol 100. 
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Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |il d'eau milli-Q sterile afin 
d'obtenir une solution a 10 ng/|il du plasmide 
5 pUC18minusKpnI (Hindlll, dephosphoryl6) . 

La ligation du fragment Hindlll du clone 
pBluescript II SK{+) -fragment ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG au 
vecteur P UC18minusKpnI (Hindlll, dephosphoryle) est 
realisee pendant 4 heures a temperature ambiante. 
j0 pour la transformation, les bacteries 

competentes utilisees sont les DH5alpha (Gibco BRL, TM) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplement^ en ampicilline (50 ug/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega, 
TM), qui permet de purifier de l'ADN plasmidien super 
enroule\ Cette manipulation est realisee suivant le 
protocole fourni par le fabricant. Environ 10 ng d'ADN 
plasmidien est purifie grace a ce kit, lorsque le plasmide 
utilise" est le pUCl8. 

Une fraction aliquote (2 \il sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par 1 ' endonuclease 
de restriction Hindlll, afin de verifier le clonage du 
fragment Hindlll du clone pBluescript II SK(+) -fragment 
ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG au clone pUC18minusKpnI 
(Hindlll) . Apres electrophorese, le gel est colore pendant 
15 min dans une solution de bromure d'ethidium a 40 ng/ml, 
et la presence du fragment Hindlll de 4400 pb est verifiee 
sous UV. 

Les reactions de sequences realisees avec le kit 
35 "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chalnes et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider l'integrite du clonage. 
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3/ Echange des fragments KpnI-Dralll 
recombinants des clones ADEFG, ADEFH et BCDEFG par le 
fragment KpnI-Dralll sauvage du clone ADNc lalpha3 . 

Pour cela 500 ng du clone ADNc lalpha3 sont 

5 digerees par les endonucleases de restriction Kpnl 
(Promega, TM) et Drain (Boehringer Mannhein) selon les 
recommandations des fabricants. 

Suite a la digestion enzymatique, 4 p.1 de tampon 
stop (3 0% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 

10 a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d' agarose 0,8% a bas point de fusion SeaPlaque-GTG 
(FMC, Rockland, TM) a un voltage constant de 60 volts. Le 
tampon d" electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 mM, 
EDTA (Acide ethylene-diamine-tetra-acetique) ImM, pH 8) . 

15 Apres migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
d 'ethidium. 

La bande correspondant au fragment KpnI-Dralll 
est decoupee sous UV, deposee dans 350 |il d'une solution 

20 Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee pendant 5 min a 
6 5°C . Apres dissolution de 1 ' agarose , 1 ' echantillon est 
extrait par un volume de phenol et centrifuge pendant 5 
min a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, extraite par 
un volume de phenol /chlorof orme/alcool isoamylique 

25 (rapport 50/48/2) et centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. 
La phase aqueuse est extraite au chlorof orme/alcool 
isoamylique (rapport 24/1) et centrifugee quelques 
secondes a 10 000 g. La phase aqueuse est reprise, ajustee 
a une concentration finale en NaCl de 0,2 M, et precipitee 

30 16 heures a -20°C apres apport de deux volumes d'ethanol 
100. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d ! ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 |Xl d'eau milli-Q sterile. Une 
35 fraction aliquote de 2 ainsi que 500 ng des fragments 

Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega, TM) sont analyses 
sur gel d 1 agarose type II (Sigma) 0,8%, ce qui nous a 
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permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment KpnI-Dralll du clone ADNc lalpha3 a 5 ng/jil . 

Le plasmide utilise pour doner le fragment 
KpnI-Dralll du clone ADNc lalpha3 est le clone pUC18minus 
5 Kpnl- fragment ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG digere par les 
enzymes KpnI-Dralll. Ce clone comporte un gene de 
resistance a 1 * ampicilline . 

Une quantite de 250 ng du plasmide 
P UC18minusKpnI- fragment ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG est 
10 soumise a une digestion par les endonucleases de 
restriction Kpnl et Drain selon les recommandations du 
f abricant . 

Suite a la digestion enzymatique, 4 \Ll de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 

15 a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorese 
sur gel d' agarose 0,8% a bas point de fusion SeaPlaque-GTG 
(FMCTM) a un voltage constant de 60 volts. Le tampon 
d'electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 mM, EDTA 
(Acide ethylene-diamine-tetra-acetique) lmM, pH 8) . Apres 

20 migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
d' ethidium. 

La bande correspondant au vecteur 
pUC18minusKpnI-fragment ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG Kpnl- 

25 Drain est decoupee sous UV, deposee dans 350 |ll d'une 
solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 et incubee 
pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 1' agarose, 
1 • echantillon est extrait par un volume de phenol et 
centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 

30 reprise, extraite par un volume de 

phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) et 
centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
extraite au chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 24/1) 
et centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La phase 

35 aqueuse est reprise, ajustee a une concentration finale en 
NaCl de 0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C apres 
apport de deux volumes d'ethanol 100. 
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Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 (J.1 d'eau milli-Q sterile. Une 
fraction aliquote de 2 |ll, ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega, TM) sent analyses 
sur gel d' agarose type II (Sigma) 0,8%, ce qui nous a 
permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du vecteur pUC18minusKpnI- fragment ADEFG ou ADEFH ou 
BCDEFG KpnI-Dralll a 8 ng/^ll. 

La ligation du fragment KpnI-Dralll du clone 
ADNc lalpha3 au vecteur pUC18minusKpnI- fragment ADEFG ou 
ADEFH ou BCDEFG KpnI-Dralll est realisee pendant 4 heures 
a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en ampicilline (50 |ig/ml), et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega, 
TM) , qui permet de purifier de I'ADN plasmidien super 
enroule. Cette manipulation est realisee suivant le 
protocole fourni par le fabricant. Environ 10 jig d'ADN 
plasmidien est purifiS grace a ce kit, lorsque le plasmide 
utilise est le pUC18. 

Une fraction aliquote (2 ]il sur les 60 obtenus) 
est soumise a. une digestion enzymatique par 1 1 endonuc lease 
de restriction Nhel, afin de verifier le clonage du 
fragment KpnI-Dralll du clone ADNc lalpha3 au clone 
pUC18minusKpnI-fragment ADEFG ou ADEFH ou BCDEFG Kpnl- 
Dralll. L'echange du fragment KpnI-Dralll recombinant par 
le fragment sauvage entraine 1 ' elimination d'un site de 
restriction Nhel. Apres electrophorese, le gel est colore 
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pendant 15 ruin dans une solution de bromure d'ethidium a 
40 ng/ml, et 1 ' elimination du site de restriction Nhel est 
verifiee sous UV. 

Les reactions de sequences realisees avec le kit 
5 "T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider l'integrite du clonage. 

Les fragments obtenus sont ADEFGphel59, 
ADEFHphe 159 et BCDEFGphel59 . 
10 4/ Obtention des constructions pBIOC21-collagene 

humain recombinant phel59 

Cette etape consiste a passer les 3 
constructions du plasmide pUC18minusKpnI au plasmide 
PBIOC21. 

15 Le plasmide pBIOC21 est utilise pour permettre 

1' expression du collagene recombinant dans les feuilles de 
tabac ou de colza. II apporte les sequences regulatrices 
suivantes : 

a) le promoteur constitutif double-35S (PD35S) 
20 du CaMV. II correspond a une duplication de la sequence 
activant la transcription situee en amont de 1' element 
TATA du promoteur 3 5S naturel. 

2) la sequence terminatrice de transcription, le 
terminateur polyA 35S qui correspond a la sequence 3 ' non 
25 codante de la sequence du virus a ADN bicatenaire 
circulaire de la mosaique du chou-fleur produisant le 
transcrit 35S. 

Les constructions des differents plasmides via 
1' utilisation des techniques d' ADN recombinant derivent de 
30 pBIOC4. Le plasmide binaire derive de pGA442 {An, 1986). 
Le plasmide derivant de pBI0C4 et contenant la cassette 
d' expression "PD35S-T35S" est le plasmide pBIOC21. 

Les differents elements permettant de reproduire 
ces constructions sont par exemple contenus dans la 
35 description de la demande de brevet W09633277 qui est 
incorporee par reference. 
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Clonage des fragments (Hindlll/Hindlll) des 
constructions pUC18minusKpnI, ' dans le site de clonage 
Hindi I I du vecteur pBIOC21. 

Environ 1 \lg du clone pUC18minusKpnI- fragment 
5 ADEFGphel59 ADEFHphel59 ou BCDEFGphe 159 sont digeres par 
1 ' endonuc lease de restriction Hindlll selon les 
recommandations du fabricant. 

Suite a la digestion enzymatique, 4 |ll de tampon 
stop (30% sucrose, 0,25% bleu de bromophenol) sont ajoutes 
10 a la solution d'ADN qui est analysee par electrophorfese 
sur gel d ! agarose 0,8% a bas point de fusion SeaPlaque-GTG 
(FMC, Rockland) a un voltage constant de 60 volts. Le 
tampon d* electophorese est du TBE 0,5X (Tris borate 45 mM, 
EDTA (Acide ethylene-diamine- tetra-acetique) ImM, pH 8) . 
15 Apres migration, le gel est colore pendant 15 min dans une 
solution de TBE 0,5X contenant 40 ng/ml de bromure 
d' ethidium. 

La bande correspondant au fragment 
Hindi 1 1 /Hindi 1 1 de 4400 bp est decoupee sous UV, deposee 
20 dans 350 pi d'une solution Tris 20 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8 
et incubee pendant 5 min a 65°C. Apres dissolution de 
1* agarose, 1 ' echantillon est extrait par un volume de 
phenol et centrifuge pendant 5 min a 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, extraite par un volume de 
25 phenol/chloroforme/alcool isoamylique (rapport 50/48/2) et 
centrifugee pendant 2 min a 10 000 g. La phase aqueuse est 
extraite au chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 24/1) 
et centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La phase 
aqueuse est reprise, ajustee a une concentration finale en 
30 NaCl de 0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C apres 
apport de deux volumes d'ethanol 100. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 pi d'eau milli-Q sterile. Une 
35 fraction aliquote de 2 pi, ainsi que 500 ng des fragments 
Hindlll-EcoRI du phage lambda (Promega, TM) sont analyses 
sur gel d' agarose type II (SigmaTM) 0,8%, ce qui nous a 
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permis d'estimer la concentration de la solution purifiee 
du fragment Hindlll/Hindlll du clone pUC18minusKpnI- 
fragment ADEFGphel59 ou ADEFHphe 159 ou BCDEFGphe 159 a 25 
ng/^Ll. 

5 Le plasmide utilise pour doner le fragment 

Hindlll/Hindlll du clone pUC18minusKpnI- fragment 
ADEFGphel59 ou ADEFHphe 159 ou BCDEFGphe 159 est le clone 
pBIOC21 linearise par 1' enzyme Hindlll. Ce clone comporte 
un gene de resistance a la tetracycline. 
10 Une quantite de .1 Jig du plasmide pBIOC21 est 

soumise a une digestion par 1 1 endonuc lease de restriction 
Hindlll. Cette digestion est realisee dans un volume de 20 
\il en presence de 2 \il de tampon B (Promega, TM) , 1 p.1 
d' enzyme Hindlll (12 u/\il; Promega, TM) , pendant 2 heures 
15 a 37°C, Apres digestion, 80 ^1 de tampon TE (tris 10 mM, 
EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes a la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol /chlor of orme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) et centrifugee pendant 2 min 
a 10 000 g. La phase aqueuse est extraite au 
20 chloroforme/alcool isoamylique (rapport 24/1) et 
centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La phase aqueuse 
est reprise, a jus tee a une concentration finale en NaCl de 
0,2 M, et precipitee 16 heures a -2 0°C apres apport de 
deux volumes d'ethanol 100. 
25 Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 

000 g, le culot d'ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 17 jijL d'eau milli-Q sterile. A 
cette solution d'ADN sont ajoutes 2 |ll de tampon 10X de la 
phosphatase alcaline d'intestins de veaux (CIP, Promega, 
30 TM) , 1 (II de CIP (1 u/jll; Promega, TM) . La 
dephosphorylation est realisee pendant 1 heures a 3 7°C. 
Cette etape permettra d'eviter 1 ■ autoligation de ce clone 
pendant 1 * etape de ligation. 

Apres digestion, 80 |ll de tampon TE (tris 10 mM, 
35 EDTA 1 mM, pH 8) sont ajoutes & la solution d'ADN qui est 
extraite par un volume de phenol /chlorof orme/ alcool 
isoamylique (rapport 50/48/2) et centrifugee pendant 2 min 
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a 10 000 g. La phase aqueuse est extraite au 
chlorof orme/alcool isoamylique (rapport 24/1) et 
centrifugee quelques secondes a 10 000 g. La phase aqueuse 
est reprise, ajustee a une concentration finale en NaCl de 
5 0,2 M, et precipitee 16 heures a -20°C apres apport de 
deux volumes d'ethanol 100. 

Apres centrifugation a 4°C pendant 10 min a 12 
000 g, le culot d 1 ADN est lave par 1 ml d'ethanol 70, 
lyophilise et repris dans 20 [il d'eau milli-Q sterile afin 
10 d'obtenir une solution a 40 ng/|il du plasmide pBIOC21 
(Hindlll, dephosphoryle) . 

La ligation du fragment Hindi I I /Hindi I I du clone 
pUC18minusKpnI- fragment ADEFGphe 159 ou ADEFHphe 159 ou 
BCDEFGphe 159 au clone pBIOC21 (Hindlll, dephosphoryle) est 
15 realisee pendant 4 heures a temperature ambiante. 

Pour la transformation, les bacteries 
competentes utilisees sont les DHSalpha (Gibco BRL, 
Paris) . 

Plusieurs colonies blanches sont testees. Pour 
20 cela, elles sont individuellement deposees dans 3 ml de L- 
Broth supplements en tetracycline (40 jxg/ml) , et ces 
cultures sont incubees sous agitation pendant une nuit a 
37°C. 

Pour purifier l'ADN plasmidien, la culture est 
25 tout d'abord centrifugee a 1500 g pendant 10 min a 4°C, et 
le culot bacterien est traite avec le kit Wizard (Promega, 
TM) , qui permet de purifier de l'ADN plasmidien super 
enroule, Cette manipulation est realisee suivant le 
protocole fourni par le fabricant. Environ 1-2 (ig d'ADN 
30 plasmidien est purifie grS.ce a ce kit, lorsque le plasmide 
utilise est le pBIOC21. 

Une fraction aliquote (5 (il sur les 60 obtenus) 
est soumise a une digestion enzymatique par 1 ' endonuclease 
de restriction Kpnl, afin de verifier 1 1 orientation du 
35 clonage du fragment Hindlll du clone pUC18minusKpnI- 
fragment ADEFGphel59 ou ADEFHphel59 ou BCDEFGphe 159 au 
clone pBIOC21 (Hindlll) . L' apparition d'un fragment Kpnl 



WO 98/27202 



87 



PCT/FR97/02331 



de 950 pb est specif igue d'une orientation correcte. Ce 
fragment Kpnl de 950 pb resulte d'un site de restriction 
Kpnl en position 2.8 kb du vecteur pBIOC21 et d'un site 
Kpnl en position 137 de la sequence codant pour la chaine 
pro[al(I) humaine. Apres electrophorese, le gel est colore 

pendant 15 min dans une solution de bromure d'ethidium a 
40 ng/ml, et la presence du fragment Kpnl de 950 bp est 
verifiee sous UV. 

Les reactions de sequences realisees avec le kit 
"T7 sequencing" (Pharmacia TM) qui utilise la technique de 
terminaison de chaines et la T7 DNA polymerase (cf 
PREPARATION 1) permet de valider l'integrite du clonage. 

Les constructions pBIOC21-collagene ainsi 
obtenues seront nominees ci apres: 

-pBIOC708 pour la construction contenant le 
fragment ADEFGphel59 

-pBIOC709 pour la construction contenant le 
fragment ADEFHphe 159 

-pBIOC710 pour la construction contenant le 
fragment BCDEFHphe 159 

EXEMPLE 2 

Construction de genes chimeriques codant 
pour la proteine recoinbinante du collagene humain 
et permettant une expression dans les semences de 
mais • 

L' expression constitutive dans les semences 
de mais du cDNA codant la chaine pro-[al(I) du collagene 

humain a necessite les sequences regulatrices suivantes : 

1. le promoteur du gene de zeine de mais 
(Pzeine) contenu dans le plasmide p63 . II permet une 
expression dans 1 ' albumen des semences de mais ; 

2. la sequence terminatrice de transcription, 
terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3' 
non codante du gene de la nopaline synthase du plasmide Ti 
d* Agrobacterium tu/nefaciens souche a nopaline. 
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Les differents elements permettant de reproduire 
ces constructions sont par exemple contenus dans la 
description de la demande de brevet W09633277 qui est 
incorpore par reference. 
5 A partir des plasmides, les fragments ADEFG, 

ADEFH, BDEFG, et BCDEFG ont ete isoles par digestion par 
Hindlll, purifies par electrophorese sur gel d' agarose 
0,8%, electroelues, soumis a la precipitation alcoolique 
et seches. Puis ces fragments d'ADN ont ete traites par 
!0 1' enzyme de Klenow (New England Biolabs TM) selon les 
recommandations du fabricant, soumis a 1' extraction 
phenol-chlorof orme, a la precipitation alcoolique et 
repris dans 10 |il H20. 

Le plasmide p63 a ete doublement digere par SacI 
15 et BamHl, purifie par electrophorese sur gel d' agarose 
0,8%, electroelue, soumis a la precipitation alcoolique et 
seche. Puis il a ete traite par 1' enzyme T4 polymerase 
(New England Biolabs TM) et dephosphoryle par 1' enzyme 
phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer 
20 Mannheim) selon les recommandations des fabricants. 

Chaque fragment ADEFG, ADEFH, BDEFG , et BCDEFG 
obtenu comme decrit ci-dessus, a ete ligue au plasmide p63 
traite comme decrit ci-dessus. 

La ligation et la transformation des bacteries 
25 competentes Escherichia coli souche DH5a ont ete realisees 
selon les procedes standard. Les plasmides obtenus sont 
appeles respect ivement pBIOC700, pBIOC701, pBIOC702 et 
pBIOC703 et contiennent respectivement les fragments 
ADEFG, ADEFH, BDEFG et BCDEFG. 
30 Les acides amines Asn et Phe, en positions 158 

et 159 de la chaine proa 1(1) humaine, ont ete restaures 

dans les clones ADEFG, ADEFH et BCDEFG pour obtenir 
ADEFGphel59, ADEFHphel 5 9 et BCDEFHphe 159, respectivement. 
Cette modification est decrite dans 1' exemple 1. 
35 A partir des plasmides, les fragments 

ADEFGphel59 , ADEFHphel 5 9 et BCDEFHphel 5 9 ont ete isoles 
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par digestion par Hindlll, purifies par electrophorese sur 
gel d' agarose 0,8%, electroelues , sounds a la 
precipitation alcoolique et repris dans lOul H20. Ces 
fragments ainsi prepares ont ete ligues au plasmide p63 
traite comme decrit ci-dessus. Les plasmides obtenus sont 
appeles pBIOC711, pBIOC712 et pBIOC713 et contiennent les 
fragments ADEPGphe 159, ADEFHphe 159 et BCDEFHphe 159, 
respect ivement . 

EXEMPLE 3 

Obtention de plants de colza 

transgeniques . 

Les graines de colza de print emps (Brassica 
napus cv WESTAR ou lignees Limagrain) sont desinfectees 
pendant- 40 minutes dans une solution de Domestos TM a 15%. 
Apres 4 rincages a 1 ' eau sterile, les graines sont raises a 
germer, a raison de 20 graines par pot de 7 cm de diametre 
et 10 cm de haut, sur du milieu mineral de Murashige et 
Skoog (Sigma M 5519) avec 30g/l de saccharose et solidifie 
avec de l'agargel a 5g/l. Ces pots sont places dans une 
chambre de culture a 2 6°C avec une photoperiode de 16h/8h 
et sous une intensite lumineuse de l'ordre de 80 \1E m" 2 S" 
1. 

Apres 5 jours de germination, les cotyledons 
sont preleves sterilement en coupant chaque petiole 
environ 1 mm au-dessus du noeud cotyledonaire . 

Parallelement une preculture d' Agrobacterium 
tumefaciens souche LBA4404, contenant les plasmides, est 
realisee en erlenmeyer de 50 ml, pendant 36 h a 28°C dans 
10 ml de milieu bacterien 2YT complements avec les 
antibiotiques utiles a la selection de la souche utilisee. 

Cette preculture sert a ensemencer a 1% une 
nouvelle culture bacterienne effectuee dans les memes 
conditions. Au bout de 14 h la culture est centrifugee 15 
min a 3000 g et les bacteries sont reprises dans un volume 
equivalent de milieu de germination liquide. Cette 
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suspension est distribute dans des boites de petri de 5 cm 
de diametre a raison de 5 rnl/boite. 

L'extremite sectionnee du petiole est immergee 
quelques secondes dans la solution d* agrobacteries ainsi 
preparees, puis le petiole est enfonce de quelques 
millimetres dans le milieu de regeneration. Ce milieu a la 
meme composition de base que le milieu de germination avec 
en plus 4 mg/1 de benzyl-amino-purine (BAP) , phytohormone 
favorisant la neoformation de bourgeons. Dix explants 
(cotyledon avec petiole) sont mis en culture par boite de 
petri de 9 cm de diametre . 

Apres 2 jours de coculture dans les m§mes 
conditions environnementales que les germinations, les 
explants sont repiques dans des boites phytatray (Sigma 
TM, reference P1552) contenant le milieu precedent 
complements avec un agent s61ectif: 45 mg/1 de sulfate de 
kanamycine et un bacteriostatique : melange de 1/6 (en 
poids) de sel de potassium d'acide clavulanique et de 5/6 
sel de sodium d' amoxicilline (Augmentin TM injectable) a 
raison de 600 mg/1. 

Deux fois de suite, a 3 semaines d' intervalle, 
les explants sont repiques stSrilement sur du milieu neuf 
dans les memes conditions . 

Les bourgeons verts apparus a la fin du deuxieme 
ou du troisieme repiquage sont separes de l'explant et mis 
en culture individuellement dans des pots transparent s de 
5 cm de diametre et de 10 cm de haut contenant un milieu 
identique au precedent mais depourvu de BAP. Apres 3 
semaines de culture la tige du bourgeon transf orme est 
sectionnee et le bourgeon est repique dans un pot de 
milieu frais. Au bout de trois a quatre semaines les 
racines sont assez developpees pour permettre 
l'acclimatation de la plantule dans un phytotron. Les 
bourgeons qui ne sont pas verts ou enracines sont 
elimines. Ces plantules sont alors transplantees dans des 
godets de 7 cm de cdte remplis de terreau (norme NF 
U44551: 40% tourbe brune, 30% bruyere tamisee et 30% 
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sable) sature en eau. Apres deux semaines d' acclimatation 
en phytotron (temperature 21°C, photoperiode 16h/8h et 84% 
d'humidite relative), les plantules sont rempotees dans 
des pots de 12 cm de diametre remplis du meme terreau 
enrichi en engrais retard puis transportees en serre 
(classe S2) regul6e a 18°C, avec deux arrosages quotidien 
de 2 minutes a l'eau. 

Des 1' apparition de fleurs celles-ci sont de 
fagon a empecher la fecondation croisee. 

Lorsque les siliques sont arrivees a maturite, 
elles sont recoltees, sechees, puis battues. Les graines 
obtenues servent au dosage de l'activite biochimique. La 
selection de la descendance transgenique se fait par 
germination sur un milieu contenant du sulfate de 
kanamycine a raison de 100 a 150 mg/1 (selon les 
genotypes). Les conditions operatoires sont identiques a 
celles decrites ci-dessus a ceci pres que les germinations 
sont effectuees en tubes de verre avec une seule graine 
par tube. Seules les plantules developpant des racines 
secondaires les trois premieres semaines sont acclimatees 
en phytotron avant d'etre passees en serre. 

EXEMPLE 4 

Obtention de plants transgeniques de tabac 

Les plants de tabac utilisees pour les 
experiences de transformation {Nicotiana tabacum var. 
Xanthi NC et PBD6) sont cultivees in vitro sur le milieu 
de base de Murashige et Skoog (1962) additionne des 
vitamines de Gamborg et al. (1968, Sigma reference M0404) 
de saccharose a 20 g/1 et d'agar a 8 g/1. Le pH du milieu 
est ajuste a 5,8 avec une solution de potasse avant 
autoclavage a 120°C pendant 20 min. Les plantules de tabac 
sont repiquees par bouture des entre-noeuds tous les 30 
jours sur ce milieu de multiplication MS20. 

Toutes les cultures in vitro sont realisees en 
enceinte climatisee, dans les conditions definies ci- 
dessous : 
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intensite lumineuse de 30 (lE.m" 2 . S* 1 ; 
photoperiode de 16h; 

- thermoperiode de 26°C le jour, 24°C la nuit. 
La technique de transformation utilisee est 
derivee de celle de Horsch et al. (1985). 

Une preculture d' Agrobac terivm tumefaciens 
souche LBA4404 contenant les plasmides est realisee durant 
48h a 28°C sous agitation, dans du milieu LB additionne 
des antibiotiques adequats (rif ampicine et tetracycline) . 
La preculture est ensuite diluee au 50eme dans le meme 
milieu et cultivee dans les memes conditions. Apres une 
nuit, la culture est centrifugee (10 min., 3000 g) , les 
bacteries sont reprises dans un volume equivalent de 
milieu MS30 (30 g/1 saccharose) liquide et cette 
suspension est diluee au lOeme. 

Des explants d* environ 1 cm2 sont decoupes a 
partir des feuilles des plantules decrites ci-dessus. lis 
sont ensuite mis au contact de la suspension bacterienne 
pendant lh, puis seches rapidement sur papier filtre et 
places sur un milieu de coculture (MS30 solide) . 

Apres 2 jours, les explants sont transferes en 
boites de Petri sur le milieu de regeneration MS3 0, 
contenant un agent s^lectif, la kanamycine (200 mg/1) , un 
bacteriostatique, 1 ' augmentin (400 mg/1) et les hormones 
necessaires a 1* induction de bourgeons (BAP, 1 mg/1 et 
ANA, 0,1 mg/1). Un repiquage des explants est effectue sur 
le meme milieu apres 2 semaines de culture. Apres 2 
semaines supplementaires, les bourgeons sont repiques en 
boites de Petri sur le milieu de developpement compose du 
milieu MS20 additionne de kanamycine et d' augmentin. Apres 
15 jours, les bourgeons sont repiques de moitie. 
L' enracinement prend environ 20 jours, au terme desquels 
les plantules peuvent etre donees par bouture d'entre- 
noeuds ou sorties en serre. 
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EXEMPLE 5 

Obtention de plantes de maxs 

transgeniques . 

a) Obtention et utilisation de cal de mais comme 
cible pour la transformation genetique. 

La transformation genetique du mais, quelle que 
soit la methode employee (electroporation; Agrobacterium, 
microfibres, canon a particules) , requiert generalement 
1' utilisation de cellules indif f erenciees en divisions 
rapides ayant conserve une aptitude a la regeneration de 
plantes entieres. Ce type de cellules compose le cal 
friable embryogene (dit de type II) de mais. 

Ces cals sont obtenus a partir d'embryons 
immatures de genotype Hi II ou (A188 x B73) selon la 
methode et sur les milieux deer its par Armstrong (1994) . 
Les cals ainsi obtenus sont multiplies et maintenus par 
repiquages successifs tous les quinze jours sur le milieu 

d' initiation. 

Des plantules sont ensuite regenerees a partir 
20 de ces cals en modifiant l'equilibre hormonal et osmotique^ 
des cellules selon la methode decrite par Vain et al 
(1989) . Ces plantes sont ensuite acclimatees en serre ou 
elles peuvent etre croisees ou autof econdees . 

b) Utilisation du canon a particules. pour la 
25 transformation genetique du mais. 

Le paragraphe precedent decrit 1' obtention et la 
regeneration des lignees cellulaires necessaires a la 
transformation ; on decrit ici une methode de 
transformation genetique conduisant a 1 ' integration stable 
30 des genes modifies dans le genome de la plante. Cette 
methode repose sur 1 'utilisation d'un canon a; les 
cellules cibles sont des fragments de cals decrit s. dans le 
paragraphe 1. Ces fragments d'une surface de 10 a 20 mm 2 
ont ete disposes, 4 h avant bombardement , a raison de 16 
35 fragments par boite au centre d'un boite de petri 
contenant un milieu de culture identique au milieu 
d' initiation, additionne de 0,2 M de mannitol + 0,2 H de 
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sorbitol. Les plasmides portant les genes a introduire 
sont purifies sur colonne Qiagen TM, en suivant les 
instructions du fabricant. lis sont ensuite precipites sur 
des particules de tungsten (M10) en suivant le protocole 
decrit par Klein (Nature (1987) 327:70-73). Les particules 
ainsi enrobees sont projetees vers les cellules cibles a 
I'aide du canon . 

Les boites de cals ainsi bombardees sont ensuite 
scellees , puis cultivees a l'obscurite a 27°C. Le premier 
repiquage a lieu 24 h apres, puis tous les quinze jours 
pendant 3 mois sur milieu identique au milieu d 1 initiation 
additionne d'un agent selectif dont la nature et la 
concentration peuvent varier selon le gene utilise (voir 
paragraphe 3) . Les agents selectif s utilisables consistent 
generalement en composes actifs de certains herbicides 
(Basta, Round up) ou certains antibiotiques (Hygromycine, 
Kanamycine. . . ) . 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des 
cals dont la croissance n'est pas inhibee par l 1 agent 
selection, habituellement et majoritairement composes de 
cellules resultant de la division d'une cellule ayant 
integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs 
copies du gene de selection. La frequence d'obtention de 
tels cals est d* environ 0,8 cal par boite bombardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, 
amplifies puis cultives de fagon a regenerer des plantules 
(cf. paragraphe a). Afin d'eviter toute interference avec 
des cellules non trans formees toutes ces operations sont 
menees sur des milieux de culture contenant 1' agent 
selectif , 

Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees 
puis cultivees en serre ou elles peuvent etre croisees ou 
autof econdees . 

EXEMPLE 6 : EXTRACTION ET CRIBLAGE 
Extraction a partir de plants de tabac 
genetiquement transformes selon 1' invention 
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45 plants numerotes de 1 a 22 lorsqu'ils ont ete 
transfectes avec la construction pBIOC707 (comprenant le 
N-propeptide, la triple helice majeure et le C-propeptide) 
de 23 a 45 lorsqu'ils ont ete transfectes par la 
construction pBIOC706 (comprenant la triple helice majeure 
et le C-propeptide) sont coupes, peses et congeles dans 
1' azote liquide. Les differents plants sont alors broyes 
dans 1' azote liquide a l'aide d'un homogeneiseur pendant 2 
min afin d'obtenir une poudre fine puis stockes jusqu'a 
leur utilisation a -20°C. 

Extraction par l'acide acetique: 
La poudre obtenue pour chaque plant y compris 
les plants temoins non-transf ormes , est reprise par une 
solution d'acide acetique 0.5M contenant 200 mM NaCl et 
des inhibiteurs de proteases :lmM phenyl methyl sulfonide 
<PMSF) , 1 mM N-ethyl maleimide (NEM) , 2.5 mM acide tetra- 
acetique diamine ethylene (EDTA) , a raison de 1 gramme de 
poudre pour 4 ml de solution. Le melange est agite a 4°C 
pendant 60 heures . Apres centrif ugation de chaque 
echantillon a 20 000 g (rotor 12148, Sigma TM) pendant 30 
minutes a 4°C . Les culots sont laves 2 fois en eau 
distillee et stockes a -20°C. Une fraction des surnageants 
(100 Jil) est prelevee pour realiser un dosage proteique 
sur l'extrait total. Le reste des surnageants est stockes 
25 a -20°C. 

Dosage proteique de l'extrait total: 

Les fractions prelevees lOOul pour l'extrait 
acido-soluble et 20^.1 pour l'extrait en tampon neutre sont 
doses par 1 ' utilisation d'une solution de Coomassie prete 
a l'emploi. Le dosage est realise en plaque multipuits et 
la lecture est faite sur un lecteur de plaques (SLT Lab 
Instruments, Austria) a une longueur d'onde de 620nm. Une 
gamme etalon est realisee a partir d'une solution de BSA a 
100|ig/ml de 0 a 10 ng/puits: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 
35 7 0 , 80 , 90, 100p.l sont deposes dans chaque puits et 
completes lorsque necessaire a 100|ll final. Les differents 
echantillons sont egalement deposes dans les puits et 
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completes lorsque necessaire a 100|ll dans le tampon 
d' extraction. Les references se font par 100[il d'eau 
distil lee pour la gamme etalon et 100p,l de tampon 
d 1 extraction pour les echantillons. . 100p.l de reactif 
sont alors ajoutes dans chaque puits, la lecture est 
immediate. Les valeurs obtenues pour chacune des 
references seront deduites respect ivement des valeurs 
obtenues pour la gamme etalon et celles des echantillons. 
Une courbe etalon est tracee et la concentration en 
proteine des echantillons est deduite a partir de cette 
courbe . 

Criblage des positif s : 

Le criblage s ' opere de deux f agons : 
1 . Criblaae des plants (apres broyaae et 
extraction) par gel d l electrophorese suivi d'un 
immunotransf ert . Le collagene temoin utilise sera du 
collagene I extrait de tissus humain ou bovin par I'acide 
acetique et purifie par precipitation par les sels. La 
forme moleculaire du collagene I la plus repandue dans les 
tissus est 1 1 heterotrimere contenant deux chaines al et a 

2: [al(I) 2a2(I)]. Dans ce cas, la chaine d'interet al 

migre legerement au dessus de 116KDa, elle ne contient que 
la triple helice majeure et les telopeptides , les N et C- 
propeptides ont ete clives lors de la maturation du 
collagene et ne sont done plus presents. 

2 . Criblaae des positifs par immunofluorescence 
indirecte sur coupes congelees des differents plants. 

Dans les 2 cas, l ! anticorps utilise est un 
anticorps polyclonal fait chez le lapin specifique du 
collagene I, il reconnait le collagene I humain et bovin 
et indif feremment les chaines al(I) et a2(I) (reference 

20121, Institut Pasteur, Lyon ); Un autre anticorps peut 
etre egalement utilise: il s'agit d*un anticorps 
monoclonal SplD8 (Hybridoma Bank, USA) 'dirige contre le 
site de clivage du N-propeptide de type I. Ces deux 
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anticorps peuvent etre utilises sur du collagene I 
denature (apres gel d' electrophorese et transfert des 
proteines) et sur du collagene natif (en 
immunofluorescence) . 

1. Criblage apres analyse des plants par 
electrophorese suivie d'un immunotransf ert . 
Methode analytique 

Le criblage est realise sur les extraits en 
acide acetique. Les surnageants et culots sont analyses. 
Electrophorese : 
Les surnageants : 

500|ll des surnageants, soit 15 a 25 jig de 
proteines totales, sont precipites par 1 ' addition de 50 ^1 
d' acide trichloroacetic^ 100% pendant 30 minutes a 
temperature ambiante. Les echantillons sont centrifuges a 
20 OOOg pendant 15 minutes a 4°C, les culots sont laves 2 
fois en ethanol 100% fro id. Les precipites sont alors 
repris par 20(ll de tampon porteur {Tris-HCl 60mM pH 6,8, 
contenant 2% sodium dodecyl sulfate, 10% glycerol, 0.002% 
20 de bleu de bromophenol) en presence d'un agent reducteur 
le dithiothreitol (DTT) a 10 nM final, puis denatures 
pendant 3 minutes a 100°C. 
Les culots: 

Les culots, laves en eau distillee pour eviter 
25 la presence d' acide et de sels provenant du tampon 
d' extraction, sont repris dans 50|ll d'eau distillee. lO^Ll 
de la suspension sont preleves auxquels on ajoute 20p.l de 
tampon porteur concentre 3 fois (Tris-HCl 180mM pH 6,8, 
contenant 6% sodium dodecyl sulfate, 30% glycerol, 0.006% 
30 de bleu de bromophenol) en presence d'un agent reducteur 
le dithiothreitol (DTT) a 10 mM final, puis denatures 
pendant 3 minutes a 100°C. 

Les differents echantillons sont deposes sur un 
gel d'acrylamide a 6% dans une solution de Tris-HCl 0,4M 
35 pH 8,8 contenant 0.1% de sodium dodecyl sulfate, avec un 
gel de concentration a 4% dans une solution Tris-HCl 0,4M 
pH6.8 contenant 0.1% sodium dodecyl sulfate. Sur chaque 
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gel, trois puits sont reserves pour respect ivement les 
poids moleculaires standards (6H Sigma TM) , le collagene I 
temoin (bovin ou humain, 3|lg/puits) , et 1 ' echantillon 
correspondant au plant non transforme. La migration 
s'effectue dans un tampon de migration Tris 0 . 025M-glycine 
0.2M contenant 0.1% de sodium dodecyl sulfate sous une 
tension de 100 volts dans le gel de concentration, 
augmentee a 200 volts pour le gel de separation. 
Immunotransfert : 

Apres migration, les gels sont apposes a une 
membrane poly (vinyl idene difluoride) (Immobilon-P, 
Millipore TM) prealablement mouillee par du methanol 100% 
puis imbibee dans le tampon de transfert CAPS (lOmM 
eye lohexyl amino- 1 -pr opanesul f onic acid , pHll , methanol 
5%) . L* ensemble gel plus membrane est place dans un 
appareil de transfert (Biorad TM) et sounds a une tension 
de. 60 volts pendant 16 heures, refrigere par un systeme de 
circulation d'eau froide. 

Afin de verifier l'efficacite du transfert, les 
gels sont colores en bleu de Coomassie R-250 (solution a 
0.2% dans le methanol 40% et l'acide 10%) pendant 30 
minutes . lis sont ensuite decolores selectivement dans une 
solution de methanol 15% et d'acide acetique 7,5% et les 
proteines non transferees ou partiellement transferees 
sont reperees par la presence de bandes restant sur le 
gel. Par ailleurs, les membranes sont colorees au Ponceau 
S (0,2% dans l'acide acetique 1%) pendant 10 minutes puis 
decolorees dans I'eau distillee. Les differentes proteines 
ayant transferees correctement sont reperees, la piste 
correspondant aux standards de poids moleculaire excisee, 
sechee a l f air et conse3rvee entre deux feuilles de papier 
filtre. Le reste des membranes est compl&tement decolore. 

Les membranes sont ensuite saturees pendant une 
heure dans du lait en poudre ecreme 10% puis brievement 
rincees en Tris-HCl 25mM pH 7,4, NaCl 150mM, KC1 2.5mM 
(TBS) . Les membranes sont alors incubees avec les 
anticorps polyclonaux diriges contre la triple helice 
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majeure du collagene I bovin faits chez le lapin dilues au 
1:400 dans le tampon TBS contenant 0.05% Tween 20 (TTBS) , 
1% albumine serique bovine, pendant 2 heures a temperature 
ambiante. Apres incubation avec les anticorps, les 

5 membranes sont rincees 6 fois 5 minutes en TTBS, puis 
incubees avec le conjugue dilue au 1:2000 (anti-lgG de 
lapin fait chez le pore, couplees a la phosphatase 
alkaline, Dako TM, Danemark) pendant 1 heure a temperature 
ambiante. Les membrane sont a nouveau rincees en TTBS (6 

10 fois 5 minutes) puis revelees a 1 ' aide des reactifs du 
kit APColor (Biorad TM) . Les pistes presentant une ou 
plusieurs bandes aux poids moleculaires attendus 
correspondent aux positifs, les numeros des plants 
correspondants sont repertories. Tous les positifs sont 

15 sounds a un deuxieme criblage (gel + immunotransf ert) . 
Resultats : 
PBIOC706 

- La construction pBIOC706 presente 40% de 
positifs sous la forme d'une bande majoritaire migrant au 
20 niveau de la chaine . ecl ( I ) temoin. Ce resultat suggere que 
le C-propeptide (environ 30 Kda) de la chaine al(I) 
recombinante a ete clive. Les pistes correspondant au 
plant temoin non transforme ne presentent aucune bande 
revelee par 1' anticorps anti-collagene I. 
25 - les plants 23, 25, 28, 32, 36, 38, 39, 40, 45 

sont identifies comme positifs, les plants 40 et 45 sont 
determines comme etant les plus productifs par leur 
presence dans les surnageants et leur abondance dans le 
culots . 
30 pBIOC707 

- La construction pBIOC707 presente 27% de 
positifs sous la forme d'une bande majoritaire migrant au 
dessus de la chaine alphal(I) temoin correspondant a un 
poids moleculaire d 1 environ 140KDa. La masse moleculaire 
35 attendue pour la chaine recombinante entiere etant 
d' environ 160KDa, ce resultat suggere que le N-propeptide 
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(environ 20KDa) ou le C-propeptide (environ 30KDa) de la 
chaine al(I) recombinante a ete clive. Les pistes 

correspondant au plant temoin non trans forme ne presentent 
aucune bande revelee par l , anticorps anti-collagene I. 

5 - les plants 1, 2, 14, 16, 17, 19 sont 

identifies comme positifs, les plants 1, 2 et 14 sont 
determines comme etant les plus productifs par leur 
presence dans les surnageants et leur abondance dans le 
culots (fig. 2) . 

10 2. Immunofluorescence: 

Methode analytique 

Les feuilles des plants sont enrobes dans un 
milieu d' inclusion a froid (Tissue-Tek, Miles, USA) et 
sont congeles sur la platine refroidie a -3 0°C du 
15 cryostat. 

Des lames histologiques traitees par 
1 ' aminoalkylsilane sont preparees selon le protocole 
suivant : 

-Immersion dans une solution de 3- 
20 aminopropyltriethoxysilanel 2% dans 1' acetone, 5 secondes 
-Lavage a 1' acetone, 2X 1 minutes 
-Lavage a l f eau distillee 
-Sechage pendant une nuit a 42°C. 
Des coupes a congelation de 7|im sont realisees 
25 pour tous les plants a l'aide d'un cryostat et deposees 
sur les lames traitees. Les lames sont alors traitees 
comme suit: 

- Ringage des lames dans un tampon phosphate 
(PBS pour phosphate buffer saline, 137 mM NaCl, 2,7mM KCl, 

30 lOmM sodium phosphate, pH7,2). 

Blocage des sites aspecifiques par une 
incubation des lames dans du PBS contenant 1% d'albumine 
serique bovine (BSA) 

- Incubation dans les anticorps anti-collagene I 
35 (reference 20121, Institut Pasteur, Lyon) dilues au 1:50 

dans du PBS-BSA 1% pendant 2 heures a temperature 
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ambiante. Des lames contr61es sont realisees ou les 
anticorps anti-collagene I sont remplaces par du PBS seul 
ou par un anticorps polyclonal specif ique du collagene IV. 

- Ringage dans du PBS, 3 fois 10 minutes 

- Incubation dans le conjugue (anti-IgG de lapin 
fait chez la chevre couples a 1 ' isothiocyanate de 
fluorescein, Biosys TM, France) dilue au 1:300 dans du 
PBS-BSA 1% pendant 1 heure a temperature ambiante. Pendant 
1- incubation et jusqu'a 1 ' observation les lames sont 
placees a l'obscurite. 

- Ringage au PBS, 3 fois 10 minutes 

- Traitement des lames a l'Eriochrome Black T 
0.3% dans du PBS pour masquer 1 ' autof luorescence des 
echantillons, pendant 1 minute; 

- Ringage intensif au PBS 

- Monter les lamelles sur les lames avec une 

goutte de PBS-glycerol 1:1. 

L' observation se fait sur un microscope a 
epif luorescence Zeiss TM Universal equipe du filtre Zeiss 
TM exciter BP 430-490. 

Resultats 

L 1 observation des lames nous ont permis les 

conclusions suivantes : 

- les amas formes par les chloroplastes auto- 
fluorescent en rouge mais ne genent pas 1 • observation de 
fluorescence jaune-vert des plants positifs. 

- Une auto- fluorescence jaune-vert est 6'galement 
observee sur des structures particulieres de la plante et 
bien delimitees (canaux) . 

Les plants positifs sont cependant facilement 
identifiables par la presence de pet its amas tres colores 
dans les cellules. On remarque egalement dans les plants 
correspondant a la construction pBIOC706 (al + C-pro) un 
reseau filamenteux diffus qui apparait localise dans la 
5 partie extracellulaire de la feuille. 
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- On note une parfaite correspondance entre les 
plants positifs determines par la methode gel+transf ert et 
par immunof luoresecence surtout pour les plus positifs 
c'est-a-dire 1, 2, 14, 40 et 45. 
5 Extraction en tampon neutres 

Afin d x ameliorer 1 ' extraction, une extraction 
en milieu neutre egalement utilisee pour le collagene 
tissulaire et le procollagene (molecule de collagene 
possedant encore les N- et C-propeptides) est realisee sur 
10 les culots des positifs de la precedente extraction: 1, 2, 
14, 40 et 45. 

Les residus issus de 1' extraction en milieu' 
acide de chaque plant y compris les plants temoins non 
transformes sont laves a l'eau distillee deux fois avant 
15 d'etre repris par un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7.4 
contenant 150 mM NaCl et des inhibiteurs de proteases : ImM 
phenyl methyl sulfonide (PMSF) , 1 mM N-ethyl maleimide 
(NEM) , . 2.5 mM acide tetra-acetique diamine ethylene 
(EDTA) , a raison de 1 gramme de poudre de depart pour 4 ml 
20 de solution. Le melange est agite a 4°C pendant 60 heures. 
Apres centrifugation de chaque echantillon a 20 000 g 
(rotor 12148, Sigma TM) pendant 30 minutes a 4°C . Les 
culots sont laves 2 fois en eau distillee et stockes a - 
20°C. Une fraction des surnageants (20 est prelevee 

25 pour realiser un dosage proteique sur l'extrait total. Le 
reste des surnageants est stocks a -20°C. 
Methode analytique 
cf ci-dessus 
Resultats 

30 1. Les pistes correspondant aux plants 

transformes avec la construction pBIOC70 6s 

On retrouve pour les plants 40 et 45 la bande 
majeure observee dans les surnageants apres extraction en 

milieu acide migrant au niveau de la chaine al du 

35 collagene I temoin, mais aussi une autre bande d'intensite 
egale migrant au environ de 140 KDa. Ce resultat temoigne 
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de la presence d'une chaine al(l) recombinante complete 
correspondant a la construction pBIOC706. En effet la 
bande superieure correspond a la masse moleculaire 
attendue pour la chaine al(I) recombinante comprenant le 

5 C-propeptide . 

2. lies pistes correspondant aux plants 
transformes avec la construction pBIOC7 07: 

On retrouve pour chaque plant (1, 2 et 14) la 
bande majeure observee dans les surnageants apres 
10 extraction en milieu acide migrant au environ de 140 KDa, 
mais aussi une autre bande d'intensite egale migrant au 
environ de 160 KDa. Ce resultat temoigne de la presence 
d'une chaine al(I) recombinante complete pour la 
construction pBIOC707. En effet la bande superieure 
15 correspond a la masse moleculaire attendue pour la chaine 
ccl(I) recombinante comprenant les N- et C -propeptides . 

Pour les deux constructions pBIOC706 et 
pBIOC7 07, les pistes correspondant aux culots apres 
extraction et centrifugation des echantillons ne 
20 presentent plus aucune bande revelee par l'anticorps anti- 
collagene I, demontrant l'efficacite de 1' extraction en pH 
neutre (fig3) . 

EXEMPLE 7 : CONFORMITE DU COLLAGENE 
Determination de la presence des 
propeptides N- et C-terminaux dans lee chaines 
al(I) recombinantes extraites en milieu acide: 

L' extraction des plants transformes avec la 
construction pBIOC707 en pH acide ne permet 1' extraction 
30 que d'une seule bande migrant legerement au dessus de la 
bande ccl(I) temoin. La masse moleculaire attendue pour le 
polypeptide recombinant entier etant de 160KDa, 
l'hypothese d'un clivage lors de la maturation de la 
chaine al(I) recombinante est envisagee. II en est de meme 
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pour la construction pBIOC706 pour laquelle une bande 
majoritaire est observee au niveau de la bande al(I) 

temoin. Cette migration ne peut s'expliquer que par un 
clivage d'une partie de la chaine recombinante. Afin 
5 d'appuyer notre hypothese selon laquelle les bandes 
majoritaires obtenues pour les constructions pBIOC706 et 

pBIOC707 correspondent aux chaines al(I) recombinantes 

dont le C-propeptide aurait ete clive au cours de la 
production des chaines collageniques, un gel 
10 d' electrophorese en milieu reducteur ou non sera realise 
sur un plant positif de chaque construction et analyse 
apres immunotransf ert . En effet le N-propeptide lorsqu'il 
est correctement replie comprend des pontage intrachaines 
entre les cysteines alors que les cysteines du C- 
15 propeptide sont pontees interchaines , processus qui initie 
la formation de la triple helice. 

Methode analytique 
fois 500|ll des plants 2 (positif de la 
construction pBIOC707) et 40 (positif de la construction 
20 pBIOC706) sont precipites par l 1 addition de 50 d'acide 
trichloroac^tique 100% (TCA) pendant 30 minutes a 
temperature ambiante. Les echantillons sont centrifuges k 
20 OOOg pendant 15 minutes a 4°C (rotor 12148, Sigma TM) , 
les culots sont laves 2 fois en ethanol 100% froid. Les 
25 precipites sont alors repris par 20|ll de tampon porteur 
(Tris-HCl 60mM pH 6,8, contenant 2% sodium dodecyl 
sulfate, 10% glycerol, 0.002% de bleu de bromophenol) en 
alternant une piste en presence de DTT 10 mM final 'et une 
piste sans DTT, puis denatures pendant 3 minutes a 100°C. 
30 Les gels sont analyses apres immunotransf ert . 
Resultats 

Apres trans f ert et revelation avec les anticorps 
anti-collagene I (reference 20121, Institut Pasteur, 
Lyon) , on observe que la chaine recombinante du plant 2 
35 migre en presence d' agent reducteur legerement plus 
lentement que la chaine recombinante en 1' absence d' agent 
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reducteur. Cette faible difference de migration n'est pas 
observee pour la chalne recombinante du plant 40 
(construit delete en N-propeptide) . On en deduit que cette 
difference de migration est due au correct repliement du 
5 N-propeptide permettant les pontages intrachaine des 
cysteines. Le C-propeptide serait done absent des deux 
polypeptides recombinants (fig. 4, partie A) 

Presence d'un pontage interchaine entre 
les cysteines du C-propeptide: 
10 un gel d' electrophorese en presence ou non 

d' agent reducteur est realise sur les echantillons 
extraits en pH neutre pour lesquels on obtient deux bandes 
majoritaires dont la super ieure doit comprendre le C- 
propeptide. En effet , cette bande superieure migre a la 
15 masse moleculaire attendue pour le polypeptide non clive 
qu'il s'agisse de la construction pBIOC706 (triple helice 
majeure + C-propeptide) ou pBIOC707 (N-propeptide+ triple 
helice majeure+ C-propeptide) soit 140 KDa et 160 KDa 
respectivement . Dans le cas d'un pontage entre les 
20 cysteines de trois chaines, etape necessaire a 
1' initiation de la formation de la triple helice, la 
migration de la bande superieure non reduite devrait 
migrer au niveau des bandes 7 du collagene I temoin 
correspondent a la migration de trois chaines non 
25 dissoci^es (environ 300 KDa) . 

Methode analytique 

Les essais ont ete realises sur les plants 1, 2 
et 14 (construction pBIOC707) et les plants 40 et 45 
(construction pBIOC706) extraits en tampon neutre. 2 fois 

30 150 ul de chaque echantillon soit 7,5^g a lljlg de 
proteines totales par prise d'essai, sont preleves et 
precipites par 15ul d'acide trichloroacetique 100% (TCA) 
comme indique precedemment . Une serie d' echantillon est 
alors reprise par 20p.l de tampon porteur en 1' absence 

35 d' agent reducteur, 1' autre serie par 20ul de tampon 
porteur en presence de lOmM de DTT . Sur chaque gel deux 
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puits sont reserves pour respect ivement les poids 
moleculaires standard (6H Sigma TM) , le collagene I temoin 
(bovin ou humain, 3p,g/puits) . La migration s'effectue dans 
un tampon de migration Tris 0 . 025M-glycineO .2M contenant 
0.1% de sodium dodecyl sulfate sous une tension de 100 
volts dans le gel de concentration, augmentee a 200 volts 
pour le gel de separation. 

Immuno trans fert : 

cf ci dessus dans la partie Criblage par analyse 
des plants par electrophorese suivie d'un immunotransf ert . 
Resultats 

1. Les pistes correspondant aux plants 
transf ormes avec la construction pBIOC707: 

En presence de l 1 agent reducteur, on retrouve 
pour chaque plant 1, 2 et 14, deux bandes majeures l'une 
migrant aux environs de 140 KDa, 1* autre aux environs de 
160 KDa. En absence d' agent reducteur, la bande a 140KDa 
migre legerement plus rapidement (pontage intrachaine des 
cysteines contenues dans le N-pro lui conf ererant une 
structure plus compacte et done migrant plus vite dans le 
gel que la forme reduite non-repli6e) . La bande a 160KDa 
en 1' absence d* agent reducteur disparait et apparait une 
bande majoritaire migrant aux alentours de 300 KDa 
(legerement au dessus des bandes y du collagene I temoin) . 
Ce resultat temoigne de la presence de pontage interchaine 
entre les cysteines du C-propeptide de la chalne ocl(I) 

recombinante (fig. 4 partie B) . 

2. Les pistes correspondent aux plants 
transf ormes avec la construction pBIOC70 6: 

En presence de 1' agent reducteur, on retrouve 
pour les plants 40 et 45, deux bandes majeures l ! une 
migrant au niveau de la chaine <xl du collagene I temoin, 

1* autre aux environs de 140 KDa. En absence d' agent 
reducteur, la migration de la bande inferieure n'est pas 
modifiee (confirmant l 1 absence du C-propeptide) . La bande 
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a 140KDa en 1 ' absence d' agent reducteur disparait 
partiellement et apparait une bande majoritaire migrant 
aux alentours de 300 KDa (au niveau des bandes y du 
collagene I temoin) . Ce resultat temoigne de la presence 
de pontage interchaines entre les cysteines du C- 
propeptide de la chaine al(I) recombinante (fig. 4 partie 

C) . 

EXEMPLE 8 : Formation de la triple helice 

Di gestion nroteolvtiaue 

Une digestion menagee a la trypsine ou a la 
pepsine permet d'attester la formation d'une triple helice 
et done de 1 'homotrimere [al(I)]3 . En effet, les 
extremites N- et C- terminales sont sensibles aux 
proteases alors que la partie centrale de la molecule, 
lorsque la triple helice est formee, est resistante. Les 
conditions de digestion permettant la digestion du 
collagene I denature sans alterer le collagene I natif 
sont retenues. Les echantillons extraits en milieu neutre 
sont digeres par la trypsine selon un rapport enzyme- 
substrat de 1:20, a 25°C pendant 10 minutes. La reaction 
est arretee par addition de TCA 10% final suivie de deux 
lavages ethanol 100% froid. Les echantillons sont repris 
dans du tampon echantillon contenant lOmM DTT, chauffes a 
100°C pendant 3 minutes et deposes sur un gel 
d'electrophorese 6%. Les gels sont colores au bleu de 
Coomassie ou immunotransf erres et reveles par les 
anticorps anti-collagene I (reference 20121, Institut 
Pasteur Lyon) comme indique precedemment . Les plants pour 
lesquels la triple helice a ete formee permettront 
1 ' observation d'une bande unique migrant au niveau de la 
chaine al(I) temoin. 

La formation de la triple helice peut-etre 
egalement mise en Evidence par 1 ' utilisation de la 
pepsine. Dans ce cas les echantillons sont dialyses contre 
de l'acide acetique 0.5M, 200mMNaCl, pH 2.5 puis soumis a 
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une digestion par la pepsine. Les conditions de digestion 
utilisees sont celles qui permettent la digestion complete 
de collagene I temoin denature. La reaction est arretee 
par neutralisation du milieu de digestion. Les 
5 echantillons sont alors precipites au TCA 10% final et 
traites comme indique ci-dessus. 

On peut egalement utiliser les digestions aux 
proteases pour determiner la temperature de denaturation 
du collagene recombinant et done la stabilite de la triple 
10 helice formee dans les plantes. Pour cela les echantillons 
sont digeres par la trypsine a des temperatures de 
reaction croissantes (de 25°C a 45°C) , puis traites comme 
indiques ci-dessus. L' apparition de bandes correspondant a 
de la degradation proteolytique indique la temperature de 
15 denaturation du collagene recombinant. La temperature du 
collagene I natif est de 41°C; celle de 1 'homotrimere 

ctl(I) recombinant realise dans des cellules eucaryotes est 

similaire a celui du collagene I temoin mais toutefois, 
1 'homo t rimer e est partiellement clive des une temperature 
20 de 38°C (Geddis et al . , 1993). 

Apres digestion a la trypsine du collagene 
extrait des plants transformes avec la construction 
pBIOC707 et pBIOC706 comme decrit precedemment , on observe 
la persistance d'une bande migrant au niveau de la chaine 

25 otl(I) du collagene I temoin. Ce resultat montre que le 

collagene homotrim&rique extrait des plants transformes 
est replie en triple helice (Fig 1 ; partie A) . 
Qmbraae tournant 

La formation de la triple helice peut-Stre 
30 egalement attester par observation au microscope 
electronique a transmission de repliques des molecules 
obtenues apres ombrage tournant. En effet, la molecule de 
collagene lorsqu'elle est repliee en triple helice se 
presente sous une forme caracteristique de batonnet de 300 

35 run de long et 1.4 ran de diametre. Les chaines al(I) seules 
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ne sont pas identif iables par cette technique. Les 
echantillons a une concentration de 10 a 20ng/ml sont 
dialyses contre du bicarbonate d' ammonium 200 iriM pendant 
une nuit a 4°C, puis melanges dans un rapport 1:1 avec du 
5 glycerol. 5fil sont deposes sur une feuille de mica 
fralchement clivee de 1cm 2 , puis places dans un 
evaporateur (Med 10 , Balzers TM) . Environ 2 ran de platine- 
carbone sont evapores sur les echantillons a un angle de 
8° sous un vide de 2.10" 6 Torr, suivi d'une evaporation de 
10 carbone a 90° pendant quelques secondes. Les repliques 
sont decollees par penetration a 45° des micas dans un 
recipient d'eau distillee filtree et montees sur des 
grilles de microscopie electronique (600 mesh, cuivre) . 
L 1 observation se fait sur un microscope a transmission 

15 (CM120, Philipps TM) . 

La formation d'une triple helice a ete confirmee 
par des observations en microscopie electronique du 
collagene purifie a partir de plants positifs apres 
ombrage tournant. Les molecules observees se presentent 

20 sous la forme caracteristique de batonnets de 300 nm de 
long (Fig 6, partie B) . On note 1' absence de domaine 
globulaire a l'une des 2 extremites de la triple helice 
confirmant le clivage du C-propeptide . 



25 EXEMPLE 9 : 

Ultrastructure des plants transf ormes : 

Un fragment de la feuille de chaque plant 
transf orme positif et d'un temoin non transf orme sont 
fixes dans un melange fixateur glutaraldehyde 2%, 

30 paraformaldehyde 0.5% dans un tampon citrate-phosphate 
0.1M pH 6.8 pendant 8 heures a temperature ambiante. 
Pendant la fixation et ulterieurement si necessaire, les 
echantillons sont places dans une cloche a vide pour les 
degazer. Les echantillons sont rinces dans le tampon 

35 citrate-phosphate plusieurs bains de 15 minutes puis post- 
fixes dans une solution d'acide osmique 2% dans le tampon 
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citrate-phosphate 0.1M pendant 2 heures a temperature 
ambiante. Les echantillons sont alors deshydrates par des 
bains successifs d'ethanol de 3 0° a 100°. L'ethanol absolu 
est remplace par un bain d'oxyde de propylene pur, 
renouvele 2 fois. La substitution se fait dans des bains 
contenant un melange d'oxyde de propylene pur et de resine 
Epoxy a raison de 1 volume pour 3 volumes respectivement 
puis 1:1 et finalement 3:1. L 1 impregnation se fait dans la 
resine Epoxy pure sur une nuit et peut se poursuivre en 
changeant les bains jusqu'a complete immersion des 
echantillons. Les Echantillons sont alors inclus dans des 
gelules et mis a polymeriser pendant 3 jours a 60°C. Des 
sections ultrafines sont r^alisees, contrastees par 
1' acetate d'uranyle 7% dans du methanol pendant 10 minutes 
puis par le citrate de plomb pendant 5 minutes. Les 
observations se font sur un microscope a transmission 
electronique (CM120, Philipps TM) . 

EXEMPLE 10 s 

Purification du collagene recombinant 

Le collagene recombinant est purifie a partir 
des extraits des plantes en utilisant les proprietes 
physico-chimiques qui lui sont propres. L* acide fait 
precipiter grand nombre de proteines et les profils 
electrophoretiques obtenus k partir d' extraction de plants 
controles en milieu acide montrent que peu de proteines 
endogenes sont extraites. De plus, la chlorophylle n'est 
pas presente dans ces extraits. Le collagene etant soluble 
dans 1* acide, les differents extraits sont dialyses contre 
1' acide acetique 0.5M lorsque ceux-ci n'ont pas ete 
extraits directement en milieu acide. Apres centrifugation 
pour eliminer le materiel insoluble, le collagene sera 
purifie par precipitation fractionnee par les sels en 
milieu acide : a 0.7M NaCl en acide acetique 0.5M, puis 
apres centrifugation le surnageant est filtre, precipite k 
0.9M NaCl en acide acetique 0.5M, puis a nouveau 
centrifuge pour obtenir le precipite dans le culot. Les 
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deux precipites 0.7 et 0.9M, contenant 1 ' £chantillon sont 
repris en acide acetique 0 . 5M .puis sont sounds a une 
electrophorese sur acrylamide 6% . La puret6 des fractions 
est estimee apres coloration des gels en bleu de 
Coomassie. Pour les echantillons estimes insuf f isamment 
purs, un deuxieme cycle de precipitation par les sels peut 
§tre realise apres dialyse de la fraction contre de 
1' acide acetique 0 . 5M pour eliminer les traces de sels 
residuels. Dans le cas ou une etape de purification 
supplementaire serait necessaire, une colonne echangeuse 
d'ions est realisee, I'elution se fait par un gradient de 
NaCl de 0 a 0.5M, les fractions sont soumises a un gel 
d' electrophorese comme indique precedemment . 

Les resultats montrent qu'une majeure partie des 
proteines des plantes sont eliminees par une etape de 
precipitation par NaCl 0.4M. Apres precipitation par NaCl 
0.7M puis 0.9M comme indiquee dans I'exemple 10, le 
collagene homotrimerique est observe pur a 80-90% dans le 
precipite NaCl 0 . 9M . 

Un site de liaison a l'h^parine situe sur le 
collagene heterotrimerique a ete decrit dans la 
litterature (San Antonio et coll-, 1994, J. Cell Biol., 
125:1179-1188). De tels sites sont responsables de la 
fixation de proteoglycannes presents dans la matrice 
extracellulaire mais aussi de 1' adhesion des cellules via 
des recepteurs de type proteoglycannes membrannaires . Ces 
interactions permettent ainsi d' assurer la cohesion du 
reseau collagenique. La persistance de ce site sur 
1 ' homotrimere sera analysee par fixation de 1 ! homotrimere 
sur colonne d'af finite a l'heparine dans des conditions 
physiologiques de pH (7.4) et de force ionique (NaCl 
0.15M). Cette methode peut servir de deuxieme etape de 
purification. 

EXEMPLE 11 : 

Composition en acide amine et 

microsequenqage : 
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Les differents produits obtenus apres extraction 
des plants trans formes sont hydrolyses sous vide par de 
l'HCl 6N a 115°C pendant 24 heures dans un systeme PicoTag 
(Waters, TM) . La composition en acide amines est 
determinee a 1 1 aide d'un analyseur automatique Beckman TM. 
Cette analyse permet en particulier de verifier le taux de 
proline hydroxylee, 1 'hydroxylation des prolines 
garantissant la stabilite de la triple helice. 

Le microsequengage s'effectue selon la methode 
d'Edman avec un appareil permettant le sequengage N- 
terminal automatique des proteines (Applied Biosystems 473 
A protein sequencer TM) . Les collagenes ou procollagenes 
recombinants peuvent etre charges sur 1' appareil de 2 
f agons : 

- apres purification, la proteine se presente 
sous la forme d'une solution concentree. La proteine est 
fixee par liaisons hydrophobes sur une pastille de fibre 
de verre traitee au polybrene. La pastille de verre est 
directement introduite dans 1' appareil, 

- apres electrophorese et electrotransf ert , les 
bandes d'interet sont reperees apres coloration au rouge 
Ponceau 0.02% dans 1' acide acetique 0.1% et decoloration a 
l'eau distillee filtree, decoupees au scalpel puis 
introduites dans une cellule adaptee a 1* appareil. 

Selon le principe de la methode d'Edman, chaque 
cycle libere un acide amine sous forme d'un complexe 
phenyl thiohydantoine-acide amine. lis sont successivement 
et automatiquement injectes sur une colonne de 
chromatographie haute pression (HPLC) en phase inverse et 
detectes par leur absorbance UV a 269 nm. Par comparaison 
entre leur temps de retention et le spectre des standards, 
on determine ainsi cycle apres cycle la sequence N- 
terminale de la proteine analysee. 

Le collagene obtenu par precipitation a NaCl 
0.9M est sounds a une etape supplementaire de purification 
(colonne de chromatographie en phase inverse (C8) en HPLC) 
avant de proceder a 1' analyse en acides amines. L 1 analyse 
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obtenue est conforme a celle predite a partir de l'ADNc de 
la chaine al(I) humaine en particulier pour les residus 
caracteristiques du collagene, la Glycine et la Proline: 

Glycine Proline 

(Pro+OHPro) 

CXl(I) prediction ADNc 32.8% 22.7% 

al(I) extraite des plantes 28.4% 20.6% 

D' autre part, afin de verifier si le clivage du 
peptide signal de la plante present dans les constructions 
pBIOC707 et pBIOC706 s'est effectue correctement mais 
egalement pour s' assurer qu'aucune degradation 
proteolytique ne s'est produite en extremite N-terminale 
au cours de 1 ' extraction, chacune des bandes inferieures 
observees sur gel d' electrophorese pour le collagene 
extrait des plants transformes avec la construction 
PBIOC707 et pBIOC706 a ete soumise a un sequencage en N- 
terminal par degradation d'Edmann apres electrotransf ert . 

Les sequences obtenues sont: ELAPQLSY pour le 
collagene correspondant a la construction pBIOC706 et 
AQVEGQDE pour la construction pBIOC707 . Ces resultats 
montrent que le clivage du peptide signal s'est 
effectivement produit et d' autre part confirment que les 
extremites N-terminales (le N-telopeptide la construction 
PBIOC706 et le N-propeptide pour la construction 
PBIOC707) sont intactes . Par ailleurs, 1' ensemble des 
resultats (exemples 6, 7, 8 et 11) montrent que le 
collagene extrait de plantes a maturite correspond a un 
collagene homotrimerique dont le C-propeptide est clive. 



Exemple 12: Accumulation du collagene dans 
les plantes matures. 
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Les jeunes plants transformer qui se sont averes 
positifs par immuno trans fert ont ete amenes jusqu'a 
maturite. Les feuilles des plantes ont ete cueillies et, 
soit directement congelees puis broyees a froid, soit 
5 lyophilisees . Quelle que soit la methode de stockage des 
feuilles (congelation ou lyophilisation) , le collagene est 
extrait aisement en milieu acide selon les conditions 
decrites dans 1' exemple 6. Apres extraction, on retrouve 
une seule bande majoritaire pour chacun des extraits 
10 obtenus a partir de plantes transformes avec la 
construction pBIOC707 et pBIOC706. Dans chacun des cas 
cette bande correspond a 1 'homotrimere apres clivage du C- 
propeptide (voir exemple 6) . D 1 autre part, il est montre 
que le collagene peut s'accumuler dans les plantes matures 
15 et generer ainsi une quantite importante de collagene par 
gramme de poids frais. Un jeune plant (plant 45 par 
exemple) peut fournir un extrait contenant environ 6- 
8|i.g/ml de collagene homotrimerique alors qu'arrivee a 
maturite la meme plante permettra I 1 extraction de 40- 
20 50|lg/ml soit 0.5mg/g de poids frais. On appelle 
procollagene la molecule de collagene contenant les N- et 
C-propep tides, pN-collagene et pC-collagene les molecules 
qui contiennent l'un ou 1' autre des domaines terminaux. 
Enfin le collagene est la forme moleculaire ne presentant 
25 que le domaine en triple helice et correspond dans les 
tissus animaux & la forme mature. Par consequent, les 
produits extraits sont identifies comme pN-collagene 
(construction pBIOC707) et collagene (construction 

PBIOC706) . 

30 

Exemple 13: Fibrillogenese et test 
d 1 adhesion 

Le collagene purifie est dilue a 0.2-0.5 mg/ml 
dans de l 1 acide acetique 0.1M puis dialyse contre un 
35 tampon phosphate salin (PBS), pH 7.4 a 4°C pendant une 
nuit. L 1 echantillon est alors place dans un bain-marie et 
la temperatutre est augmentee progress ivement jusqu'a 3 0°C 
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et stabilisee a cette temperature pendant 2 heures. La 
formation des fibres est observee en microscopie 
electronique apres coloration negative ou positive des 
echantillons. La cinetique de formation des fibres est 
5 suivie par turbidimetrie a 1 ■ aide d'un spectrophotometre, 
la formation des fibres modifiant la densite optique (Wood 
et Keech, I960, Biochem. J., 75: 588-598). 

Le collagene I est une proteine adhesive c'est- 
a-dire que de nombreux types cellulaires sont capables de 
10 le reconnaitre et de se fixer dessus de fagon specifique 
par 1 ' intermediate de recepteurs membranaires . II est 
possible de tester les proprietes adhesives d'une proteine 
a I'aide d'un test colorimetrique realise en microplaques 
(Aumailley et coll. 1989, Exp. Cell Res. 181, 463-474). 
l5 Le collagene extrait est adsorbe pendant une 

nuit a 4°C sur des plaques multi-puits, puis mis en 
contact avec une suspension cellulaire a 37°C pendant 20 a 
30 minutes. Les cellules non-adherentes sont eliminees par 
lavage , les cellules adherentes sont fixees au 
20 glutaraldehyde 1%, puis colorees au cristal violet 0.1%. 
Apres lavage intensif des plaques, le colorant fixe par 
les cellules adherentes est solubilise par du Triton X100. 
Les plaques sont lues sur un lecteur ELISA a 570nm, la 
valeur de la densite optique est fonction du nombre de 
25 cellules adherentes. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour 

5 une ou plusieurs chaines de collagene de mainmif ere ou les 
proteines derivees, et d' autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire la ou les 
chaines de collagene ou les proteines derivees, codees par 
ledit ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de 

10 transcription reconnus par la machinerie 

transcriptionnelle des cellules vegetales, pour la 
transformation de cellules de plantes en vue de 
l'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 
obtenues a partir de ces dernieres, de la ou des chaines 

15 de collagene ou des proteines derivees 

2. Sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part la sequence 
codante pour une ou plusieurs chaines de collagene ou les 
proteines derives et d' autre part, les elements permettant 

20 a une cellule vegetale de produire la ou les chaines de 
collagene ou les proteines derives codees par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie 

transcriptionnelle des cellules veg6 tales . 

25 3. Vecteur, notamment plasmide, contenant une 

sequence nucleotidique selon la revendication 2, inseree 
en un site non essentiel pour sa replication. 

4. Hote cellulaire, notamment toute bacterie 
telle que Agrobacterium tumef aciens , transform^ par un 

30 vecteur selon la revendication 3. 

5. Procede d'obtention d'une ou plusieurs 
chaines de collagene ou des polypeptides derives, 
caracterise en ce qu'il comprend: 

la transformation de cellules vegetales, 
35 notamment a l'aide d'un hote cellulaire selon la 
revendication 4, lui-meme transforme par un vecteur selon 
la revendication 3, de maniere a integrer dans le genome 
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de ces cellules une sequence recombinante selon la 

revendication 2, 

le cas echeant, l'obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transformees 
5 susmentionnees, 

- la recuperation de la ou des chaines de 
collagene ou des polypeptides derives recombinants 
produits dans lesdites cellules ou plantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas 
10 echeant, par une purification. 

6. Plantes, extraits de plantes ou parties de 
plantes, notamment feuilles et/ou fruits et/ou semences 
et/ou cellules de plantes, transf orates genetiquement, 
caracterises en ce qu'elles contiennent une (ou plusieurs) 
sequence (s) nucleotidique (s) recombinante ( s ) selon la 
revendication 2. integree(s) de fagon stable dans leur 
genome, ces plantes etant choisies notamment parmi le 
colza, le tabac, le mais, le pois, la tomate, la carotte, 
le ble, l'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, 
la laitue, le riz, la luzerne, et la betterave. 

7. Chaine de collagene ou proteine derivee 
caracterisee en ce qu'elle est obtenue selon le procede de 
la revendication 5 . 

8. Collagene ou proteine derivee caracterise en 
ce qu'ils sont obtenus selon le procede de la 
revendication 5 . 

9. Produit, notamment gelatine, caracterise en ce 
qu'il est obtenu a partir des chaines de collagene, du 
collagene ou de leurs proteines derivees selon les 

30 revendications 7 ou 8. 

10. Plantes, extraits de plantes ou parties de 
plantes, notamment feuilles et/ou fruits et/ou semences 
et/ou cellules de plantes, transf ormes genetiquement, 
caracterises en ce qu'ils contiennent des chaines de 

35 collagene, du collagene ou les proteines derivees selon 
les revendications 7 ou 8, ces plantes etant choisies 
notamment parmi le colza, le tabac, le mais, le pois, la 
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tomate, la carotte, le ble, I'orge, la porame de terre, le 
soja, le tournesol, la laitue, le riz, la luzerne, et la 
betterave . 

11. Utilisation de plantes, extraits de plantes 
ou parties de plantes selon la revendication 6 ou 10, 
et/ou de produits selon les revendications 7 a 9, pour 
1 ' obtention de compositions pharmaceutiques , medicales , 
odontologiques, cosmetiques ou biotechnologiques . 

12 Biomateriau et composition pharmaceutique, 
medicale, odontologique, cosmetique ou biotechnologique. 
caracterisee en ce qu'ils comprennent des plantes, 
extraits de plantes ou parties de plantes selon la 
revendication 6 ou 10 et/ou des produits selon les 
revendications 7 a 9 . 
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Construction ADEFG, proal(I) complet 

Fig. 7« a/ sequence proteique 

" MVSFVDLRLLT.T.T,AATALLTHGO EEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDR 50 

DVWKPEPCRICVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSE 100 

SPTDQETTGVEGPKGDTGPRGPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPP 150 

GPPGLGGKIAgQLSYGYDEKSTGGISVPGPMGPSGPRGLPGPPGAPGPQG 200 

FQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGRPGERGPPGPQ 250 

GARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 300 

MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVG 350 

AKGEAGPOGPRGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGAN 400 

GAPGIAGAPGFPGARGPSGPQGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGE 450 

PGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGLPGPPGERGGFGSRGFPGADG 500 

VAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLTGSPGSPGPD 550 

GKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGRAGERGV 600 

PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAG 650 

PPGEAGKPGEQGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGAN 700 

GAPGNDGAKGDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGP 750 

KGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDKGESGPSGPAGPTGARGAPG 800 

DRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGPPGPAGPAGPP 850 

GPIGNVGAPGAKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 900 

AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPG 950 

PQGIAGQRGWGLPGQRGERGFPGIiPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPM 1000 

GPPGLAGPPGESGREGAPGAEGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGA 1050 

PGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPVGPAGARGPAGPQGPRGDKGETG 110 0 

EQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGAP 1150 

GKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSAGFDFSF 1200 

LPQPPQEKAHDGGRYYRMDAIWVKDRDLEVDTTL^ 1250 
SRi^ARTCRDLKMCHSD^GEYWIDPNQGCl^DAIKVFCl^TGE^ 1300 
YPTQPSVAQKlMyiSKNPKDKRHVWFGESMTDGFQFEYGGOGSDPADVAI 1350 

QLTFLRIMSTFASQNITYHCKNSVAYl^^ 1400 
EGNSRFTYSVT\HXX:TSHTGAWGKTVIF^TTKTSRLPIIDVAPLDVGAP 1450 

1464 

DQEFGFDVGPVCFL 

Souligne: signal peptide de la chaine proal(I) 

Gras: substitution des acides amines 158 et 159, 

NF par KL 

Relief: sites de coupures de 1' amino- et de la 
carboxy-proteinase . 
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Fig. 7 : b/ Sequence nucleique 

AAGCTTAGAC 

ATGTTCAGCTTTGTGGACCTCCGGCTCCTGCTCCTCTTAGCGGCCACCGC 5 0 
CCTCCTGACGCACGGCCAAGAGGAAGGCCAAGTCGAGGGCCAAGACGAAG 100 
ACATCCCACCAATCACCTGCGTACAGAACGGCCTCAGGTACCATGACCGA 150 
GACGTGTGGAAAC^CGAGCCCTGCCGGATCTGCGTCTGCGACAACGGCAA 200 
GGTGTTGTGCGATGACGTGATCTGTGACGAGACCAAGAACTGCCCCGGCG 250 
CCGAAGTCCCCGAGGGCGAGTGCTGTCCCGTCTGCCCCGACGGCTCAGAG 300 
TCACXCACCGACCAAGAAACCACCGGCGTCGAGGGACCCAAGGGAGAC AC 350 
TGGCCCCCGAGGCCCAAGGGGACCCGCAGGCCCCCCTGGCCGAGATGGCA 400 
TCCCTGGACAGCCTGGACTTCCCGGACCCCCCGGACCCCCCGGACCTCCC 450 
GGACCCCCTGGCCTCGGAGGAAA^S^eTCCCCAGCTGTCTTATGGCTA500 
TGATGAGAAATCAACCGGAGGAATTTCCGTGCCTGGCCCCATGGGTCCCT 550 
CTGGTCCTCGTGGTCTCCCTGGCCCCC 600 
TTCCAAGGTCCCCCTOGTGAGCCTGGCGAGCCTGGAGCTTC^ 650 
GGGTCCCCGAGGTCCCCCAGK3TCCCCCTGGAAAGAATGGAGATGATGGGG 700 
AAGCTGGAAAACCTGGTCGTCCTGGTGAGCGTGGGCCTCCTGGGCCTCAG 750 
GGTGCTCGAGGATTGCCCGGAACAGCTGGCCTCC^ 800 
CAGAGGTTTCAGTGGTTTGGATGGTGCCAAGGGAG 850 
GTCCTAAGGGTGAGCCTGGCAGCCCTGGTGAAAATG@S^G2CCTGGTCAG 900 

ATGGGCCCCCXSTGGCCTGCCTK^ 950 

CXXrTGOTGGTGCTCGTGGAAATGATGGTGCT 1000 

CTGGTCCX^CCGGCCCCGCTGGTCCI^^ 1050 

GCTAAGGGTGAAGCTGGTCCCCAAGGGCCCCGA^ 1100 

GGGTGTGCGTGGTGAGCCTGGTCCCCXZTGGCC 1150 

CTGCTGGAAACCCTGGTGCTGATGGACAGC 1200 

GGTGCTCCTGGTATTGCTC^ 1250 

CTCTGGACCCCAGGGCCCCGGCGGCCCTCCTGGTCCCA^ 1300 

GTCAACCTGGTGCTCCTGGCAGCAAAGGAGACACTGGTC 1350 
CCTGGCCCTGTTGGTGTTCAAGGACCCCCTGGCCCTGCTGGAGAGGAAGG 1400 
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Fig. 7 : b/ Sequence nucleique - suite 

AAAGCGAGG^GCTCGAGGTGAACCCGGACCCACTGGCCTGCCCGGACCCC 145 0 

CTGGCGAGCGTGGTGGACCTGGTAGCCXsTGGTTTCCCT^ 1500 

GTTGCTGGTCCCAAGGGTCCCGCTGGTGAACGTGGT 1550 

TGGCCCCAAAGGATCTCCTGGTGAAGCT<MTCGTCCCGGTGAAGCTG^ 1600 

TGCCTGGTGCCTAGGGTCTGACTGGAAGCCCTG^ 1650 

GGCAAAACTGGCCCCCCTGGTCCCGCCGGTCAAGATGGTCGCCCCGGACC 1700 
CCCAGGCCCAGCS^^^CCGTGGTCAGGCTGGTGTGATGGGATTCCCTG 17 5 0 

GACCTAAAGGTGCTGCTGGAGAGCCCGGC^GGCTGGAGAGCGAGGTGTT 1800 

CCXGGACCCCCTGGCGCTGTCGGTCCTGCTGGCAAAGATGGA 1850 

^GC^AGGGACCCCCTGGCCCTGCTGGTCCCGCTGGCGAGAGAGGTC 1900 

AAGGCCCTGCTGGCTCCCCCGGATTCCAGGGTCTC 1950 

CCTCCAGGTGAAGGAGGCAAACCTGGTGAAGAGGGTC 2000 

TGGCGCCCCTGGCCCCTCTGGAGCAAG^ 2050 

AGCGTGGTGTGCAAGGTCCCCCTGGTCCTGC^^ 2100 

GGTGCTCCCGGCAACGATGGTGCTAAGGGTGATGC 2150 

TCCCGGTAGCCAGGGCGCCCCTGGCCTTC^GGGAATGCCTGGTGAA 2200 

GTGCAGCTGGTCTTCCAGGGCCTAAGGGTGACAGAGGTG^ 2250 

AAAGGTGCTGATGGCTCTCCTGGCAAAGA^ 2300 

CCCCATTGGTCCTCCTGGCCX^rGGTGGTGC^ 2350 

GTGGTCCCAGCGGCCCTGCTGGTCCC^ 2400 

GACCXSTGGTGAGCCTGGTCCCCCmKX^ 2450 

TGGTGCTGACGGGCAACCTGGTGCTAAAGGCGAAOT 2500 

CCAAAGGCGATGCTGGTCCCXXTGGGCCTGCC^ 2550 

GGCCXXLATTGGTAATGTTGGTGCI^ 3600 

CC3CTGGTCCXXX?rGGTGCTACTGG^ 2650 

GTCCTCCT^SCCCCTC^^ 2700 

GCTGGCAAAGAAGGCGGCAAAGGTCCCCX3TGGTGAGACT 2750 

ACGTCCTGGTGAAGTTGGTCXXICCT 2800 

AAGG&TCCCXTGGTGCTGATGGTCC^^ 2850 

CCTCAAGGTATTGCTGGAC^GCXSTGGTC 2900 

AGGAGAGAGAGGCTTCCCTCGTCITCCTG^ 2950 

AACAAGGTCCCTCTGGAGCAAGTGGTGAACGTGGTCCCCCCGGTC 3000 

GGCCCCCCTGGATTGGCTGGACCCCCTGGTGAATCT 3050 

TCCTGGTGCCGAAGGTTCCCCTGGACGAGAOX3TTCTC 3100 

GTOACCGTGGTOM»CC^^ 3150 

CCTG( n<3CCCCTGGCCCCGTTGGC^^ 3200 
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Fig. 7 : b/ Sequence nucleique - suite 

TGAGACTGGTCCTGCTGGTCCCGCCGGTCCCGTCGGCCCCGCTGGCGCCC 3250 

GTGGCCCCGCCGGACCCCAAGGCCCCCGTGGTGACAAGGGTGAGACAGGC 3300 

GAACAGGGCGACAGAGGCATAAAGGGTCACCGTGGCTTCTCTGGCCTCCA 3350 

GGGTCX^CCCTGGCCCTCCTGGCTCTCCTGGTGAACAAGGTCCCTCTGGAG 3400 

CCTCTGGTCCTGCTGGTCCCCGAGGTCCCCCTGGCTCTGCTGGTGCTCCT 3450 

GGCAAAGATGGACTCAACGGTCTCCCTGGCCCCATTGGGCCCCCTGGTCC 3500 

TCGCGGTCGCACTGGTGATGCTGGTCCTGTTGGTCCCCCCGGCCCTCCTG 3550 

GACCTCCTGGTCCCCCTGGTCCTCCCAGCGCTGGTTTCGACTTCAGCTTC 3600 

CTGCCCCAGCCACCTCAAGAGAAGGCTCACGATGGTGGCCGCTACTACCG 3650 

GGCTGATGATGGCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCA 3700 

CCCTCAAGAGCCTGAGCCAGGAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGA 3750 

AGCCGCAAGAACCCCGCCCGCAC^TGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTC 3800 

TGACTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTGCAACC 3850 

TGGATGCGATCAAAGTCTTCTGCAACATGGAGACTGGTGAGACCTGCGTG 3900 

TACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCCAGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAA 3950 

CCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCGAGAGCATGACCGATGGAT 4000 

TCCAGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCGATGTGGCCATC 4050 

CAGCK3ACCTTCCTm3CCTGATGTCCACCGAGGCCTCCCAGAACA 4100 

CTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCAACC 4150 

TCAAGAAGGCCCTGCTCCTCAAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCX3CGCC 4200 

GAGGGCAACAGCOK^rTC^CCTACAGCGTCACTGTCGATGGCTG 4250 

TCACACCX3GAGCCTGGGGCAAGACAGTGATTGAATACAAAACCA 4300 

CCTCC<XiCCTGCCCATCATCGATGTC 4350 

GACCAG<SfiA5?TCGXX?ITCGACGTTGGCCCTGTC^ 4395 
GCTT 

En gras: Signal peptide de la chaine proal(I) 
codon stop TAA 

nucleotides substitues, 474, 475 et 477 

(CTT par GCA) 

En relief: sites de restriction principaux 
BamHI, GGATCC 
Dralll, CACCTGGTG 
EcoRI, GAATTC 
Sad, GAGCTC 

Souligne: sites de clonages Hindlll, AAGCTT, en 
5 ' et 3' de la sequence . 
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DRGEPGPPGPAGFAGPPGJI^PGAITOEPGDAGAKGI^PPGPAGP^PP 850 

GPIGNVSAPGAKGP^S^ 500 

PQaiRG^GWGiiPGQPJGERGPPOLPQP^ i00Cl 
GPPGI^PPGESGRI^P%SA^3MRDGSPGavKG^ 

PGftPGPVGPAGa^DPJSS?^^ * 100 
EQGDI^IKpHRGFSGLOGPPGPPGS PGEQGPHGABGPAGPRGPPGSAGAP 1150 
Gm^TGI.WpiGPPePRaRTaDMPVQPPGPPGPPGPP^PPSAGFDF^ 120 0 

SFJK^ARTCW3I^fOtSD^^ 1300 
Y PTQjPSVflfiKCJVT^ SKNPKIKR^ 1350 
QLTCFX^teTR&SQNITraC^SVAY^^ 1400 

1464 

DQEFGFDVGFVCFL 

SouUgn6: signal peptide de la chaine proal(i) 
Grass substitution dss acid«s amines 158 et 159, 

NF par KL 

Relief*, sites de coupures de V amino- et de la 
carboxy-protSinase - 
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Fig, 7 ; b/ sdquencc nuc3l6ique 

ATQTTCAGCTTT<MGGACCTCCQCSCTCCTQCTCCTCTTaaC<50CCACCGC 5 0 
CCTWTSACGC^GGCC/iAGAGGAAGQCCZiAGTCQAGGGCCAAGACGAAG 10 0 
ACATC«:ACCAATCACCTGi^^ ISO 
GAC\3T3ttMAAJtfCCGAGCCCTX3Ca^ 200 
GGTGTT<^CGATCaC<^ATCTGTC^ 250 
CCGAAQ^<X!C£GAGGai^AG^ClK?TCCa^ 300 

tcacccacq^*ccaagaaaccacc^c^ 350 
ttSGacceasMGoraaa^^ aoo 

GGACCOXrrGKK^GKSAGGAA^ 

TG ATG AQ AftATCAACC OS7vGG AA.T*TTC OSTGC CTGSjCC C CAT'Gi&aTCCCT 550 

CTW^CT03TGGTCrcCCT<SGC^ SCO 

TTCC7tAG$TC£C<XTGGTC^^ 650 

AAGCTGGAAAACC?TGCriC<3^ 750 

IKTGCT?CGAOGATT^CCXK^<aJ3CT^ 90O 

CAGAGGTTrCftGT$<3TTTG^ 850 
<jTOOTAAGGG!K»GGCTGGC&G^ 

GKTTAAlSaC^AMKTPGOT noo 
GTCAACCICOTGCTCCTGGCAO^^ 1350 



Pig, 7 ; To/ Sequence nuclei que - suite 

GTKXTKXSTC^C^GXMTCCCGCT^ 1550 

«fflCCCCAAJ^ATCTCCTX»MAAfl^^ 1600 

TtKCrcraTGCCft«3QfiTCTGA 1650 

QQCtiMU&ttSQaCC!!^^ 17 QO 

GW^MAGGTGCTG^^ 1800 

C£C<M7iCa:CCT<^aaC?reT^^ 1850 

mwoacccM«^ax?rcT^^ 2050 

2yGK2GrrGGTGTCK3U l iJG^^ 2100 

G<?TCSCTCCCG<X^CGk^ 2150 

(JTGC&GCTGGTCTT^ 2250 
AAAC GTG CTGZvTGGCTCTCCTO GCAAAGTvTGGCGTCCGTGG TCTG&OCGG 2300 

COCCftTTGOTCCTXXflttK^ 3250 

G J I <xn>C<X^GCGG^^ 2400 

C^JWSGa^TOCTK^^ 2550 

<ncCTC3C«5CKX!CS^^ 2700 

AC^TCCrl^TO^OTTGCTCCCXX^ 2800 

2VAGGAIXCC CCT00TGOTO2m3QTCX^ 2850 

CCT^GOTJtt'W^ 2900 

? ^^N3AflAaGC™ 2950 

AACft&30TCCCTCT<&^ 3000 

e^AoawoararcA^^ 3150 

ccm;TacCCC ^^ 3200 



V 

V.- • , 

W0SO172U2 tQ/TO VCTfFK!>7/(}aii 
Fig. 7 : b/ Sdqaence nuclSicjue - suite 

GTGGCCrc^GGACCCCAAGGcCCCCGTTC 3300 

GAACAGGSCGACAGAl^CATAAA^ 335 0 

CCTCTGGTCCTGCTXKTCOt^GAGQTCCKJC^^ 3 450 

GGCAAAtoTGOftCTCa^^ 3 5 00 

<^CCTCCra<^C<X!CT^ 3500 

CT^CXZCZiGCCACCTCAAGA^ 3 550 

GGCTGATGATOCCAATGTSOTTO 3 7 00 

eains5ftftORaceiwM3cx»<3c^ 37S0 

AGCCGC7*A<^X:CCCGCCCXX^ 3800 

TGACTGGAAGAGTGOA^ 3^50 

TACCtXlACTCAGCCCAJ^^ 3gS0 

CCCCftAJGGACiiA(»J3GCATGTCTGGTTC 4QO0 

TCC*GTTCGAGTATG3C^ 4050 

CAOCKSaqCTTCCTGfCGCC^ 4100 

CTACCaCfTGOJ\iGA2iC^ 4150 

TCAAGAAGGCOCTGCTCttTC^^ 4200 

GtfrocAKaaccecnc&COTA^^ 4250 

TCA<^CX3G^CIGGGG^ 4300 

CXTOCCGOTCCC^TC^^ 4350 

GACfCAOG^WeGGCTTC 4395 

En Grass Signal peptide cte 1* chaStna proai(I) 
codon stop TM 

nucleotides substitute, 474, 475 et 477 

(CTT par QCAJ 

En relief: sites restriction principaux 
BaaiHI, QQATCC 
Dralll, CACCTGGTG 
EcoRI, GAATTC 
$acl ( GAGCTC 

Soulign6: sites de cloaages Hindm, AAflCTT, en 
5 4 et 3 4 da la fi&jueaiee. 



